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Resumo

RESUMO

As injarias aos nervos periféricos levam a perda parcial ou total da funcdo sensorial e ou
motora, determinando aos individuos, prejuizos emocionais, sociais e financeiros. Apesar
de existirem diversos métodos microcirirgicos para a reparacdo destas areas
desnervadas, apenas uma recuperacdo limitada pode ser obtida. Deste modo, nosso
objetivo foi avaliar se a associacdo de duas técnicas de reparo nervoso, um enxerto de
nervo com neurorrafia término-lateral (NTL) e neurotizagdo muscular direta (NMD)
associados a uma neurorrafia término-terminal (NTT), podem superar o reparo funcional
insatisfatério obtido com as diferentes técnicas empregadas isoladamente; se a utilizacéo
de outra via de reinervacdo poderia prejudicar a recuperacdo funcional obtida apenas
com a NTT; se a associacdo de dois enxertos poderia aumentar a taxa de recuperagéo
funcional obtida com um enxerto. Para tanto, foram utilizados 140 ratos machos Wistar,
divididos em 7 grupos: G1 - Normal; G2 - Desnervado; G3 - NTT; G4 - NTT + enxerto
simples (NTL e NMD); G5 - NTT + enxerto duplo; G6 - enxerto simples; G7 - enxerto
duplo. O nervo fibular foi seccionado e imediatamente apés, foi realizada a NTT. Os
enxertos foram realizados com segmentos do nervo sural, coletados para esse propésito.
O segmento do nervo sural teve seu coto proximal suturado por NTL a lateral do nervo
tibial, sem janela epineural, e seu coto distal implantado no mdsculo tibial cranial, através
de NMD. Apdés 6 meses, foi realizada a avaliacdo funcional da marcha, estudo
eletrofisiolégico, avaliacgdo da massa do mdusculo tibial cranial (MTC), avaliacdo
histolégica do musculo e dos segmentos do nervo fibular e dos enxertos. Os resultados
foram submetidos a ANOVA e, se detectada diferenca estatistica, ao teste de Tukey. Na
avaliacdo funcional da marcha nao houve diferencas estatisticas entre os grupos G1
(normal), G3, G4 e G5. O grupo G7 alcancou um indice funcional maior que os grupos G2
(desnervado) e G6, porém menor que dos grupos G1, G3, G4 e G5. Nos testes
eletrofisiolégicos de laténcia e amplitude, ndo houve diferenca entre os grupos G3, G4,
G5 e G7. Entretanto obtiveram resultados significativamente maiores que o grupo G2
(desnervado) e menores que o grupo G1 (normal). Na avaliagdo da massa do MTC os
grupos G3, G4 e G5 foram semelhantes, porém com massa menor que o grupo G1
(normal). Os grupos G6 e G7 apresentaram massa significativamente menor que a média
dos grupos G3, G4 e G5, entretanto apresentaram massas significativamente maiores
que o grupo G2 (desnervado). Estes dados indicam que enxertos de nervo adicionais
com NTL e NMD associados a NTT, ndo aumentaram a recuperacgédo funcional muscular;
enxertos de nervo adicionais, criando novas vias de regeneracéo, associados a NTT nao
prejudicaram a regeneragao e ou recuperacdo funcional alcancada por esta Ultima (NTT);
a utilizacdo de apenas um enxerto de nervo com NTL e NMD permitiu a reinervagéo
muscular; a utilizacdo de dois enxertos de nervo com NTL e NMD foram superiores,
guando comparados com apenas um enxerto, na reinervacdo muscular.

Palavras chave: Enxerto; Nervo periférico; Neurorrafia término-lateral; Neurotizacdo
muscular; Ratos
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Abstract

ABSTRACT

The injuries to peripheral nerves causes total or subtotal loss of sensory and/or motor
function, with social and financial problems. In spite of different microsurgical techniques,
the results of peripheral nerve repair have today reached a plateau where functional
recovery is still unsatisfactory. We tested the efficacy of association of two microsurgical
techniques, end-to-side neurorrhaphy (ESN) and direct muscle neurotization (DMN), with
nerve graft, and end-to-end neurorrhaphy (EEN) to functional recovery of desnerved
muscle; if the other offer to reinnervation could affect the functional recovery of EEN; if the
association of two nerves grafts could increase the functional recovery achieved with one
nerve graft. 140 rats, male, Wistar, were divided into seven groups: G1 - normal; G2 -
desnerved; G3 - end-to-end neurorrhaphy (EEN); G4 - EEN + single graft (ESN and
DMN); G5 - EEN + double graft; G6 - single graft; G7 - double graft. The peroneal nerve
was transected and immediately re-anastomosed with EEN. The grafts were making with
the sural nerve. The proximal stump of sural nerve was sutured to the tibial nerve with
ESN, without epineural window. The distal stump was implanted into the lateral head of
the tibial cranial muscle (TCM). After six months, the animals were subjected to Walking
Tracks Analysis, electrophysiologic tests, sacrificed, and the muscles and nerves of
interest were taken to examination. There aren’t differences significant to functional
evaluating among groups G1 (normal), G3, G4 and G5. The group G7 had better recovery
than G6 and G2 (desnerved), however worst than G1, G3, G4 and G5. In the
electrophysiologic tests, there wasn’t differences among G3, G4, G5 and G7. However,
were better than G2, and worst than G1. In the mass of tibial cranial muscle, there weren’t
difference among G3, G4 and G5, however lower than G1. The mass of muscle of groups
G6 and G7 were lower than G3, G4 and G5, however higher than G2. The data indicate
that the additional nerve grafts with ESN and DMN in association EEN doesn’t improve
the functional recovery of muscle; the additional nerve grafts in association with EEN
doesn’t damage the functional recovery of EEN; the one nerve graft achieved the
reinnervated the TCM; the use of two nerve grafts were better than one graft, to
reinnervated the TCM.

Key words: Direct muscle neurotization; End-to-side neurorrhaphy; Graft; Peripheral
nerve; Rats
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Introducéo

INTRODUCAO

Anatomia do nervo periférico

Durante o desenvolvimento embrionario, cada motoneurdnio da coluna
espinal emite prolongamentos que percorrem grandes distancias até alcangcarem
seus alvos distais (Brown et al.,, 1981). ApGs o processo de crescimento e
maturagdo, O neurbnio apresenta-se com uma estrutura esqueméatica
predominante: corpo celular, prolongamento desse corpo celular, denominado de
axonio e vérios dendritos (Schmidt, 1979).

Ao redor do axonio encontra-se uma camada de células de Schwann, as
quais podem apresentar-se de duas formas: as formadoras de bainha de mielina
e as nédo formadoras da bainha de mielina (Frostick & Kemp, 1998). A presenca
ou auséncia da bainha de mielina classifica as fibras nervosas em mielinicas ou
amielinicas (Hollinshead &Rose 1991; Erhart, 1992).

Uma fibra nervosa é formada por um axdnio envolvido por uma fina
camada de tecido conjuntivo, o endoneuro, constituido de fibras colagenas tipo lll
(Da-Silva, 1995b), fibroblastos destituidos de membrana basal, células de
Schwann, mastdcitos e células endoteliais (Da-Silva, 1995a). As fibrilas
colagenosas endoneurais, encontradas ao redor da fibra nervosa, formam os
tubos endoneurais (Lundborg, 1987).

O conjunto de fibras nervosas, envolvidos por tecido conjuntivo dos tipos |
e lll e fibroblastos dispostos em lamelas concéntricas, ddo origem aos fasciculos

(Montes et al. 1984; Lundborg, 1987). Este envoltério, denominado perineuro,
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constitui uma barreira quimica-mecénica as substancias difusiveis e as lesfes
externas, mantendo o microambiente intrafascicular (Olsson & Kristensson, 1973).

Finalmente, o conjunto de fasciculos de fibras nervosas envolvidas pelo
epineuro, forma um nervo misto (Erhart, 1965). O epineuro é um tecido ricamente
vascularizado, onde se encontram fibroblastos organizados em camadas
concéntricas e separados por fibras colagenas dispostas longitudinalmente,

macrofagos e mastécitos (Lundborg, 1987).

Lesdes no nervo periférico

Devido & atividade metabdlica do neurbnio estar situada no seu corpo
celular, as estruturas axoniais periféricas sdo dependentes da continuidade e
integridade das partes centrais (Lundborg, 1987). Segundo Grafstein (1975), as
injurias que acometem os nervos periféricos usualmente provocam alteracdes na
estrutura, metabolismo e atividade fisiolégica do corpo celular neuronal, podendo
interromper a inervagdo dos 6rgéos distas a leséo.

As lesGes que ocorrem nos troncos nervosos foram inicialmente
classificadas por Seddon (1943) em trés niveis: neuropraxia, axoniotmese e
neurotmese. Em 1951 Suderland, baseado na anatomia dos varios tecidos que
compdem o tronco nervoso, subdividiu esta classificacdo em lesdes do Tipo |, I,
I, Ve V.

Na neuropraxia (Seddon, 1943), ou lesdo do Tipo | (Sundeland, 1951),
ocorre bloqueio da conducdo do impulso nervoso devido & injuria que ocorre
exclusivamente na bainha de mielina do nervo (Ferreira, 1999). A continuidade
dos axonios, excitabilidade da fibra nervosa e a integridade dos 6rgdos distais a

lesdo estdo preservadas (Lundborg, 1987). Devido a estas caracteristicas, a
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recuperacdo funcional pode ocorrer espontaneamente, variando de dias a
semanas (Watson-Jones, 1976; Dimeglio, 1990).

Na axoniotmese (Seddon, 1943) ou lesdo do Tipo Il (Sundeland, 1951),
ocorre perda da condugdo do impulso nervoso no sitio da injaria e no segmento
distal do nervo, porém o tubo endoneural estaria preservado (O Sullivan &
Schmitz, 1993). Neste caso, a recuperagdo funcional dos alvos distais pode
ocorrer, porém em um tempo maior do que para as lesdes do Tipo |, devido a
preservacgao dos tubos endoneurais (Lundborg, 1987; Dimeglio, 1990).

Na neurotmese (Seddon, 1943) ocorre a transecgao total do tronco
nervoso. Sunderland (1951) subdividiu a neurotmese de acordo com o
envolvimento anatdmico do nervo, ou seja, lesdo envolvendo tubos endoneurais,
perineuro ou epineuro (Lundborg, 1987).

Nas les@es do tipo lll, o endoneuro é comprometido, estando preservados
o0 perineuro e a bainha de mielina. Deste modo a lesé&o fica limitada ao fasciculo.
O brotamento axonial que segue por tubos endoneurais diferentes dos originais,
assim como a fibrose intrafascicular, pode dificultar a recuperagéo funcional.

Nas lesGes do tipo IV ocorre a interrupcdo dos fasciculos, devido ao
comprometimento do endoneuro e do perineuro. Apenas 0 epineuro permanece
preservado. O brotamento axonial pode ocupar tubos endoneurais diferentes ou
espacos interfasciculares, levando a uma recuperagéo parcial.

Nas lesdes do tipo V ocorre a transecgao total do tronco nervoso,
envolvendo tubos endoneurais, perineuro e epineuro. Neste caso € necessario
reparo cirdrgico, obtendo-se apenas uma recuperagdo limitada da area

desnervada (Watson-Jones, 1976; Kimura, 1987).
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Regeneracado do nervo periférico

Apos a lesdo do nervo periférico, ocorrem no segmento distal a lesdo, em
alguns nodos terminais do coto proximal, e também no corpo celular do neurdnio,
alteracdes morfolégicas, fisiolégicas, moleculares e metabdlicas (Ide, 1982; Fu &
Gordon, 1997; Ferreira, 1999; Junqueira & Carneiro, 1999). Esta série de
alteracdes, relatadas inicialmente por Waller em 1850, e posteriormente por
Ranvier em 1878 e Ramon-y-Cajal em 1928, os quais descreveram a
degeneracdo da bainha de mielina (Koeppen, 2004), foram coletivamente
denominadas de degeneragdo “Walleriana”, sendo que constituem uma forma de

estabelecer o meio adequado a regeneracao dos axénios (DeMedinaceli & Merle,

1991; Fu & Gordon, 1997). O processo de degeneracdo Walleriana é dependente
de diversos fatores como a espécie animal (Lubinska, 1975; Chaudhry et al.,
1992); a idade dos animais (Chaudhry et al., 1992; Verdu et al., 1995); tipo de
fibora nervosa, ou seja, mielinica ou amielinica (Lubinska, 1975; Martinez &
Canavarro, 2000); e tipo de les&o (Gold et al., 1992).

Imediatamente apds a seccdo de um nervo, os cotos, proximal e distal,
retraem-se alguns milimetros, porém h& uma permanéncia do fluxo axoplasmético
provocando o vazamento de material intracelular. Subsequentemente ocorre uma
fusdo da membrana axonial na superficie da seccéo, isolando o axoplasma do
material extracelular. As extremidades, proximal e distal, ficam edemaciadas
devido & persisténcia do fluxo axoplasmatico (Burt, 1995).

Segundo Ide (1996) e Frisén (1997), o decréscimo dos fatores derivados do
tecido alvo, assim como, a sintese de determinadas proteinas denominadas de

“regenerinas”, por células ndo necessariamente neuronais (Kanje, 1992), que



22
Introducéo

alcancariam o corpo celular através de transporte retrégrado, seriam
fundamentais para o inicio do processo de regeneracgao.

No corpo celular do neurdnio ocorre a migragdo do nucleo para a periferia,
assim como alteragbes no citoplasma caracterizadas pela fragmentacdo em
pequenos grumos dos corpusculos de Nissl e por um intumescimento do soma,
denominadas de cromatolise (Junqueira & Carneiro, 1999). Essas reacgfes
provavelmente representem alteracdes metabdlicas ligadas a sintese protéica
(Fawcett &Keynes, 1990). Segundo Fu & Gordon (1997), nesta fase o neurdnio
deixa de transmitir impulsos nervosos, passando a desenvolver a fungdo de
crescimento.

A degeneracao do coto proximal estende-se até o primeiro nodo de Ranvier
proximal & les&o, para posteriormente iniciar a formacdo de numerosos brotos
colaterais e terminais, que avangam distalmente (Lundbog, 1987; Da-Silva, 1995).
Os brotos colaterais exteriorizam-se a partir dos nodos de Ranvier préximos a
leséo (Hopkins & Slack, 1981).

Na extremidade distal dos brotos de crescimento ha expansdes filiformes,
ou seja, cones de crescimento que exploram o ambiente da é&rea lesionada
(Ferreira, 1999). Esses cones de crescimento s&o direcionados por uma
quimiotaxia & substratos com certa adesividade, sendo que as propriedades
quimicas e fisicas destes substratos séo essenciais para o avango dos cones de
crescimento (Lundborg, 1987).

No segmento distal & lesdo inicia-se um processo autolitico, com
tumefacdo e lise mitocondrial, desintegragdo de microtubulos e neurofilamentos,
intumescimento axoplasmatico e finalmente a fragmentacdo do ax6nio

(Schlaepfer & Micko, 1978). Ocorre principalmente uma migracdo de macrofagos,



23
Introducéo

e em menor quantidade, linfécitos e leucdcitos polimorfonucleares (Mueller et al.,
2003), os quais promovem a remoc¢ao do debris, ou seja, dos restos de mielina
(Perrin et al., 2005).

A perda da continuidade axonial é seguida de proliferacdo de células de
Schwann, as quais se alinham em colunas formando as bandas de Bungner
(Koeppen, 2004), sendo estas fundamentais para o crescimento axonial (Bunge,
1881; Ide et al., 1990; Ide, 1996). A medida gue os axbdnios entram em contato
com as células de Schwann, inicia-se a formacdo da bainha de mielina ao redor
dos prolongamentos axoniais (Oliveira, 1996).

Com o passar do tempo, o numero de brotos axoniais diminui
continuamente. Esta reducdo ocorre a medida que as fibras pioneiras vao
estabelecendo conexfes com o 6rgdo alvo, passando por um processo de
maturacdo. Os brotos que ndo estabelecem tais conexdes desaparecem,
ocorrendo uma redugdo do numero de ax6nios que brotaram inicialmente

(Lundborg, 1987).

Tratamento cirargico das lesdes de nervos

Entre os anos de 850 a 932, Rhazes fez o primeiro relato sobre a sutura de
um nervo periférico. Porém, foi atribuido a William de Saliceto (1210-1277) o
primeiro registro de uma neurorrafia (Terzis et al., 1997).

Entretanto, somente em 1964 foi introduzido o uso do microscépio para
melhor visualizagdo e auxilio nas técnicas cirdrgicas, possibilitando a obtencéo de
melhores resultados funcionais (Smith, 1964).

Segundo Watchmaker & MacKinnon (1997), o sucesso de um reparo

cirirgico de nervo periférico € dependente de alguns fatores como: utilizacdo de
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equipamentos como lupa ou microscopio e materiais cirirgicos adequados;
conhecimento da técnica microcirdrgica; reparo primario sempre que possivel;
reparo secundario realizado dentro de até trés semanas ap0s a leséo;
aproximacao dos cotos sem tensdo na linha de sutura; na presencga de perda de
tecido nervoso (“gap”), deve-se interpor entre oS cotos um enxerto; e realizar
educagéo sensitiva e motora para obtengcédo de melhores resultados.

Atualmente, véarias formas de tratamento podem ser utilizadas para o
reparo das lesdes que acometem os troncos de nervos, possibilitando assim uma

recuperacao funcional, mesmo que parcial, de areas desnervadas.

Neurorrafia término-terminal

Quando se dispdem dos cotos, proximal e distal, do nervo seccionado,
pode ser realizado o reparo cirirgico através da neurorrafia término-terminal, ou
seja, uma sutura direta entre os cotos. Neste processo realiza-se a aproximagao
dos condutos do epineuro possibilitando a regeneragdo das fibras nervosas
atraves da leséo (Edshage, 1964; Bora Junior, 1978). Neste tipo de reparo pode-
se realizar a sutura epineural, um processo relativamente atraumético, porém que
nao assegura a correta orientacdo fascicular interna do nervo, podendo prejudicar
a regeneracdo nervosa (Edshage, 1964; Lundborg, 1987). Para se obter uma
melhor orientagéo fascicular, pode ser realizada a sutura perineural ou fascicular.
Nesta técnica realiza-se a disseccao dos grupos fasciculares de ambos os cotos
nervosos e as estruturas fasciculares sdao entdo suturadas individualmente,
obtendo a correta orientacdo e adaptagdo dos fasciculos (Stopliglia & Erhart,
1987). Entretanto a resseccdo do tecido epineural para a exposicdo dos

fasciculos leva a um prejuizo do suprimento vascular do nervo (Bora, 1967) e a
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formagdo de um tecido cicatricial prejudicando o processo de regeneracao
(Lundborg, 1987).

Estes dois tipos de sutura podem ser associados em um mesmo
procedimento, ou seja, uma sutura epiperineural (Ferreira et al., 1974; Venault et
al., 1981). Alguns estudos comparando as duas técnicas de sutura néo
demonstraram diferencas significativas entre elas (Kline et al., 1981; Braun,
1982).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que uma possivel tensdo
na linha de sutura pode prejudicar a microcirculagéo intraneural ou possibilitar a
formagdo de fibrose, prejudicando a regeneragdo axonial (Sunderland, 1978;
Lundborg, 1987). Deste modo, a neurorrafia término-terminal é indicada nos

casos em que nao ocorre perda de tecido nervoso (Braun, 1982).

Neurorrafia latero-terminal

Com relacdo ao método citado anteriormente, a presenga do coto proximal
é essencial para a reparacao de lesdes de nervos. Entretanto, algumas situagdes
podem ndo apresentar o coto proximal, impossibilitando a cirurgia de reparo
através da neurorrafia término-terminal. Para estes casos, sacrificava-se um
nervo de menor importancia, com o0 objetivo de fornecer axfnios para a
reinervagdo de outro nervo de maior importancia. Este procedimento pode ser
exemplificado no tratamento da paralisia facial, no qual se secciona o nervo
hipoglosso e o coto proximal deste é suturado no coto distal do nervo facial.
Entretanto, este procedimento apresenta como consequéncias, prejuizos
funcionais as estruturas inervadas pelo nervo doador, ou seja, nervo hipoglosso,

como atrofia da metade da lingua (Forte et al., 1999; Bersaneti, 2001).
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Com o objetivo de evitar tais prejuizos ao nervo doador, Ballance et al.
(1903) introduziram a técnica da neurorrafia término-lateral no tratamento da
paralisia facial. Neste caso os autores suturaram o coto distal do nervo facial,
apos sua seccdo, lateralmente ao nervo acessorio. Entretanto, ndo obtiveram um
resultado satisfatério, pois os movimentos da face ficaram associados aos
movimentos do ombro.

Apés este trabalho, varios outros foram realizados com resultados
satisfatorios. Spiller et al. (1906) suturaram o nervo mediano ao nervo ulhar e
Tunstall & Taylor (1906) suturaram o nervo popliteo externo a face lateral do
nervo popliteo interno. Ao contrario, outros autores obtiveram resultados
insatisfatorios (Yang, 1903; Kennedy, 1905; Tubby, 1906). Segundo Sherren
(1906), nestes procedimentos realizava-se uma incisdo no nervo doador,
permanecendo integro apenas o0 epineuro do lado oposto a neurorrafia,
possibilitando assim o contato direto entre os axonios dos dois nervos. Esta
“lesdo” no nervo doador provocava prejuizos as estruturas por ele inervadas.
Babcock (1927), baseado neste fato sugeriu o abandono da neurorrafia término-
lateral.

Com o intuito de reduzir os efeitos negativos no nervo doador, Krivolutskaia
et al. (1989) e May et al. (1991) empregaram respectivamente a neurorrafia
término-lateral com escarificacdo e a incisdo parcial no nervo doador, favorecendo
o brotamento axonial do nervo doador para o nervo receptor.

Em trabalho experimental pioneiro, Viterbo et al. (1992a) introduziram um
novo procedimento para a reparacdo de nervos periféricos: a neurorrafia latero-
terminal sem incisdo no nervo doador, evitando desta forma prejuizo a este nervo.

Neste trabalho, apds a sec¢do do nervo fibular, seu o coto distal foi suturado a
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face lateral do nervo tibial intacto, sem a remogéo do epineuro. Deste modo néo
houve prejuizo ao nervo doador e nem as estruturas por ele inervadas. Estes
autores observaram que a presenga do epineuro ndo impediu a regeneragao
axonial do nervo doador para o nervo receptor suturado lateralmente.

Diversos trabalhos foram realizados para o estudo desta nova técnica de
neurorrafia latero-terminal, sendo os resultados experimentais promissores (Noah
et al., 1997a; Zhao et al., 1997; Giovanoli et al., 2000; Papalia et al., 2001).

O crescimento axonial do nervo doador para o interior do nervo receptor foi
demonstrado através de observacdes histologicas, eletrofisiolégicas e exames
ultra-estruturais, apos a neurorrafia término-lateral sem remocdo do epineuro
(Noah et al., 1997a; Zhao et al., 1997). Diferentes métodos de pesquisa também
confirmaram a validade desta técnica (Viterbo, 1992b; Lundborg et al., 1994a;
McCallister et al., 1999).

Viterbo et al. (1994a) demonstraram que apds seis meses, a neurorrafia
latero-terminal possibilita o crescimento axonial do nervo doador para o interior do
coto distal do nervo receptor, recuperando as estruturas anteriormente
desnervadas, sem prejuizos tanto a fungdo do nervo doador como das estruturas
por ele inervadas.

Entretanto, a coaptagéo nervosa apdés uma neurorrafia término-lateral pode
causar uma desnervacdo aguda no musculo inervado pelo nervo doador, porém
apds seis meses a estrutura e fungdo deste musculo encontram-se recuperadas
(Cederna et al., 2001). Segundo Frey et al. (1998), neste musculo pode ocorrer
uma remodelacdo compensatéria na sua unidade motora, a qual seria
responsavel pela manutencdo da forca de contracdo, apds uma neurorrafia

término-lateral.
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A eficicia da neurorrafia término-lateral para a reinervacdo de musculos
desnervados foi demonstrada em diversos estudos (McCallister et al., 1999;
Cederna et al., 2001; Papalia et al., 2001). Com modelo experimental em coelhos,
Ross (1995) demonstrou a reinervagdo muscular de uma area desnervada, apos
a realizacdo de neurorrafia término-lateral. Viterbo et al. (1995) também obtiveram
resultado eletrofisiolégico utilizando a neurorrafia término-lateral para o tratamento
de avulsdo do plexo braquial, no qual o nervo frénico serviu como doador de
axonios.

Liu et al. (1999) demonstraram aumento na forga de contragdo muscular e
no peso do musculo de ratos com lesdes nervosas, que foram submetidos a
neurorrafia término-lateral, quando comparados com animais que apresentavam
areas desnervadas, porém ndo submetidos ao processo de reparagdo. Por meio
de avaliacdo funcional, eletrofisiolégica e histologica, Tarasidis et al. (1997)
estudaram o grau de reinervacado e recuperacao funcional em ratos submetidos a
neurorrafia término-lateral, e observaram predominancia de reinervagéo sensitiva.
Entretanto, uma recuperagdo motora também pode ser observada apés a
neurorrafia término-lateral com incisdo perineural em um modelo animal no qual
se utilizou o nervo ulnar ou radial como doador e o0 nervo mediano como receptor
(Lutz et al., 2000).

Varios trabalhos foram realizados comparando as técnicas de neurorrafia
término-terminal e neurorrafia término-lateral. Yuksel et al. (1999) e Zhao et al.
(1997) observaram melhor regeneracdo em animais submetidos a neurorrafia
término-terminal. Quanto a recuperacdo da funcdo muscular, Kallianen & Kuzon

(1997) concluiram que ambos os métodos s&o igualmente eficazes.
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Utilizando modelo experimental em ratos, Lohman et al. (1997)
encontraram resultados semelhantes entre os animais submetidos a neurorrafia
término-terminal e término-lateral e ambos os grupos tiveram a condug&o nervosa
restaurada. Kalliainen et al. (1999) avaliaram a for¢ga de contragdo muscular do
musculo extensor longo dos dedos de ratos que foram submetidos as neurorrafias
témino-terminal e término-lateral, e ndo observaram diferenca significativa entre
os dois grupos. Entretanto encontraram maior massa muscular e menor
porcentagem de fibras atrofiadas nos musculos dos animais submetidos a
neurorrafia término-terminal.

Diversos estudos, utilizando como técnica reparadora a neurorrafia
término-lateral, demonstraram que existe um brotamento axonial oriundo do nervo
intacto para dentro do enxerto nervoso autogénico. Este brotamento colateral
pode ser devido a uma regeneracdo axonial pos-lesdo ocorrida durante o
procedimento da neurorrafia término-lateral (Lundborg et al., 1994; Noah, et al.,
1997b; Matsumoto et al., 1999).

Entretanto, Reis (1999) uniu o enxerto de nervo sural & face lateral do
nervo vago utilizando adesivo de fibrina derivado de veneno de serpente
(produzido pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais Pecgonhentos,
UNESP/Botucatu). Neste modelo experimental, este autor eliminou a
possibilidade de leséo no nervo doador, uma vez que nao utilizou sutura entre o
coto receptor e a face lateral do nervo doador. Mesmo assim, verificou
crescimento axonial oriundo do nervo doador, atingindo o coto do enxerto.

Uma possivel explicagdo para a regeneracdo axonial apos a neurorrafia
término-lateral pode ser a produgéo de fatores de crescimento do nervo apés a

coaptagdo nervosa, 0s quais estimulariam os neurdnios. Este contato direto entre
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0 coto nervoso e 0 nervo intacto parece ser um pré-requisito para a reinervacao,
pois permite a interacdo das células de Schwann entre os dois nervos,
aumentando a producgao de fatores de crescimento, induzindo e direcionando o
brotamento axonial para dentro do enxerto (Liu et al., 1999).

Com relacdo a neurorrafia término-lateral, ha discussao na literatura
referente & nomenclatura deste procedimento. Ballance et al. (1903) descreveram
o procedimento realizado como sendo neurorrafia término-lateral. Papalia et al.
(2007) definem a neurorrafia término-lateral como sendo a sutura do coto do
nervo seccionado ao epineuro do nervo doador intacto, sem divisdo de partem de
seus axonios.

Entretanto Viterbo et al. (1992a) utilizam o termo neurorrafia latero-terminal,
o0 qual é também encontrado em outros trabalhos (Gatta, 1938; Viterbo et al.,
1992b; Viterbo et al., 1993; Viterbo et al., 1994a). O termo neurorrafia latero-
terminal foi primeiramente urtilizado por Gatta em 1938. Papalia et al. (2001),
publicaram um trabalho experimental utilizando o termo neurorrafia término-
lateral, porém estes autores relatam na discusséo do trabalho que o termo correto
seria neurorrafia latero-terminal.

Viterbo et al. (1994c) descrevem um modelo experimental no qual o nervo
peroneal é seccionado e seus cotos, proximal e distal, sdo suturados na
musculatura adjacente, causando desnervacdo do musculo tibial cranial. Para a
reinervacdo deste musculo, os autores utilizaram enxerto conectando o nervo
tibial intacto ao segmento distal do nervo peroneal previamente seccionado. Para
tanto, realizaram a abertura de janela epineural na face lateral do nervo tibial, o
qual serviu como doador de axonios, e na face lateral do segmento distal do nervo

peroneal. No nervo tibial, foi suturado o coto proximal do enxerto. O coto distal, ou
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terminal, do enxerto foi suturado na face lateral do segmento distal do nervo
peroneal. Os autores relataram crescimento axonial oriundo do nervo doador,
atravessando toda a extensao do enxerto e reinervando o musculo tibial cranial.
Assim, na conexao entre o nervo doador e o coto proximal do enxerto, observa-se
crescimento axonial no sentido do nervo doador para o enxerto, caracterizando a
neurorrafia latero-terminal. A segunda conexao, ou seja, entre o coto terminal do
enxerto e a face lateral do nervo peroneal, observa-se crescimento axonial do
enxerto para o nervo peroneal, caracterizando a neurorrafia término-lateral. Deste
modo, observa-se que o sentido do crescimento axonial, apds a coaptacdo dos

segmentos de nervos, pode indicar a correta nomenclatura dos procedimentos.

Neurotiza¢gdo muscular direta

Em algumas situacdes pode ocorrer uma perda extensa da conexao entre
0 nervo periférico e seu musculo correspondente, devido a uma destruicdo
traumética do nervo e ou da regido neural do musculo. Nestes casos as técnicas
citadas anteriormente ndo podem ser utilizadas para restabelecer a inervagao
muscular, uma vez que nao se dispéem do coto distal.

O reparo cirurgico utilizado nestes tipos de lesdes pode ser a neurotizacdo
muscular direta (NMD), método citado por Heineke em 1914 (abud Papalia et al.,
2001) e por Steindler (1915).

O procedimento consiste na realizagdo de uma pequena fenda no musculo
desnervado, na qual serd implantado o mais profundo possivel o coto proximal do
nervo seccionado, possibilitando a interface nervo-muasculo, com o objetivo de
fornecer nova inervacdo a este masculo. O coto proximal € ancorado ao musculo

por meio de uma sutura entre o epineuro e a fascia muscular, objetivando evitar a
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sua regressao e ou movimentagdo (Brunelli, 1982). Quando se dispdem do coto
proximal com perda da regido neural do mdsculo e um extenso espaco entre o
coto proximal e o musculo, realiza-se a neurotizacdo muscular direta através de
enxerto de um segmento de nervo, interpondo o coto proximal do nervo
seccionado e o préprio musculo (McNamara et al.,, 1987; Brunelli, & Brunelli,
1993).

A investigacdo através de microscopia eletrbnica, na area muscular
proxima ao implante nervoso, evidenciou a formagédo de novas placas motoras.
Nesta mesma regido, a maioria das fibras musculares apresentava caracteristicas
de normalidade (Brunelli, 1982).

McNamara et al. (1987) compararam a neurotizagdo muscular direta (NMD)
com a neurorrafia término-lateral e um enxerto de nervo em um “gap”. As trés
técnicas evidenciaram algum grau de recuperacdo da funcdo neuromuscular. A
NMD foi a técnica que apresentou menor indice de recuperagdo da forca de
contracdo muscular. Apos dois meses da cirurgia de reparo, nenhuma das trés
técnicas evidenciou recuperagdo funcional significativa, comparado ao controle.
Entretanto, ap06s quatro meses, na estimulacdo com frequéncia de 8 Hz e
voltagem de 10 mV, a neurorrafia possibilitou a recuperacdo da capacidade de
produzir tensdo, equivalente ao controle, sendo de 9,19 + 1,13 e 9,42 + 2,27
respectivamente. O grupo reparado por enxerto de nervo no gap atingiu uma
tensdo média de 6,34 + 2,31, enquanto o grupo da NMD atingiu 2,67 + 0,87.

Alguns relatos clinicos, no qual a neurotizacdo muscular direta foi
empregada como forma de reparo cirdrgico para musculos desnervados,

demonstraram resultados satisfatérios (Brunelli, 1982; Mackinnon et al., 1993).
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Enxerto de nervo

Nas lesbes onde ocorre a perda de tecido nervoso com consequente
formagdo de um “gap”, impossibilitando a aproximagdo dos cotos proximal e
distal, e realizacdo de uma neurorrafia término-terminal, pode ser indicada a
utilizacdo de enxertos de segmentos de nervo sensitivo, entre os dois cotos
(Seddon, 1963; Millesi, 1986).

Em casos especificos nos quais ocorre perda, tanto da regido neural do
musculo como do segmento proximal do nervo lesionado, pode-se utilizar enxerto
de nervo, sendo este suturado a um nervo vizinho por neurorrafia término-lateral e
seu o coto distal implantado no musculo desnervado através de uma neurotizacao
muscular direta (Papalia et al., 2001).

Os primeiros estudos sobre 0s enxertos nervosos autogénicos foram
realizados por Philipeaux (1863) e Vulpian (1870) (Abud Dellon & Lee Dellon,
1993), a partir de experimentos com cachorros. Na realizacdo de enxertos
autogénicos, normalmente utiliza-se um nervo sensitivo para a substituicdo do
nervo lesado, sendo o nervo sural o mais utilizado (Bunnell, 1927; Millesi, 1982;
Viterbo et al., 1993a). Segundo Seddon (1947), os enxertos devem ter um
diametro semelhante ou menor que o nervo receptor, evitando assim a necrose
central deste. Entretanto Fawcett & Keynes (1990) relataram que a remogéo de
um segmento do nervo doador induz um prejuizo a area desnervada, uma vez
que se observa perda da sensibilidade desta regido. Porém, uma neurorrafia
término-lateral entre o coto distal do nervo doador do enxerto e a lateral de um
nervo integro devolve a sensibilidade perdida nesta regido (Viterbo et al. 1993).

Os enxertos simples s&o utilizados em leitos receptores altamente

vascularizados. Em regibes pobremente vascularizadas (Doi et al.,, 1987,
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Boorman & Sykes, 1987; Breidenbach, 1988), assim como em lesfes com “gap”
acima de seis centimetros de comprimento (Déi et al.,, 1992), é indicada a
utiizacdo de enxertos nervosos vascularizados. A utilizagdo de enxerto
vascularizado melhora a taxa de regeneracdo e maturagdo axonial, quando
comparado com o enxerto simples (Koshima & Harii, 1981). Entretanto, em leitos
vascularizados, Dai et al. (1992) ndo observaram diferencas significativas entre os

dois tipos de enxertos.

Tubulizagéo

Outra alternativa para o reparo de “gap” € a utilizacao de tubos interligando
os cotos, proximal e distal (Mackinnon et al., 1985; Mackinnon & Dellon, 1990).
Varios materiais sintéticos ou biodegradaveis, combinados ou ndo com agentes
bioquimicos neurotroficos podem, assim como aterias e veias autélogas podem
ser empregados para este procedimento (Weiss & Taylor 1946; Matson et al.
1948; Lundborg et al., 1982; Chiu et al., 1982; Dahlin et al., 1987; Fields et al.,
1989; Mackinnon & Dellon, 1990; Shirley et al., 1996; Gilchrist et al., 1998).

Lundborg et al. (1982) utilizaram tubos de silicone para unir cotos de
nervos periféricos com espacgos intersegmentares de 6, 10 e 15 mm, em trabalho
experimental. Os tubos foram colocados de duas formas distintas: sistema
proximal-distal (os cotos proximal e distal foram introduzidos nas extremidades do
tubo) e o sistema proximal-aberto (apenas o coto proximal foi introduzido no tubo).
No espaco intersegmentar de seis milimetros o nervo regenerado cresceu atraves
do tubo, atingindo o coto distal, nos dois grupos. No espago de 10 mm, houve

crescimento total no sistema proximal-distal e crescimento parcial no sistema
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proximal-aberto. No espaco de 15 mm ndo houve regeneragdo em nenhum dos
grupos.

Em outro trabalho experimental, Kiotani et al. (1996) avaliaram e
regeneragao axonial em espago intersegmentar de 25 mm. Os autores utilizaram
tubo biodegradavel composto de malha de colageno-&cido poliglicélico preenchido
com fatores neurotroficos, possibilitando a regeneracdo de fibras nervosas, as
quais foram encontradas no interior do tubo apds cinco meses de pos-operatorio.
Em espacos intersegmentares de 30 mm, a utilizacdo de tubo artificial
microporoso, constituido de filamentos de “chitosan” e acido poliglicélico (PGA),

foi eficaz no reparo do nervo periférico (Wang et al., 2005).

Limitac6es do reparo cirtrgico

Algumas lesBes que acometem o sistema nervoso periférico podem levar
ao desenvolvimento progressivo de deformidades musculo-esqueléticas. As
deformidades sé@o causadas, segundo Salter (1985), por alguns fatores como
desequilibrio muscular, contratura muscular ou atrofia muscular podendo induzir
retardo no crescimento 6sseo. Durante a vida adulta, as lesbes nervosas
periféricas podem influenciar tanto os aspectos sociais como profissionais do
individuo, repercutindo sobre servicos de saude, organismos de previdéncia
publica e privada, com elevados custos sociais e econdmicos (Mendes, 2003).

Segundo Kessler (1932), a evolugéo de uma incapacidade motora, gerada
apds a lesdo de nervos periféricos, pode ser resumida na seguinte sequéncia:
lesdo nervosa, periodo de inatividade motora poés-lesdo concomitante ao
tratamento da injuria, retorno ao trabalho, periodo de consolidacdo e periodo de

adaptacdo e reabilitacdo. Deste modo, o futuro do individuo, ou seja, sua
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reconstrucdo emocional, social e financeira esta diretamente relacionada com o
grau da les@o nervosa, assim como com a extensao da perda funcional que pode
permanecer mesmo apos 0 processo de reparo.

Considerando as etapas sumarizadas por Kessler, o sucesso do tratamento
a ser instituido é de consideravel importancia na recuperagéo da area lesionada.

Esta possivel recuperacéo funcional obtida apds o reparo cirirgico de um
nervo lesionado pode ter como base a notavel caracteristica de crescimento
observada nos neurdnios durante o desenvolvimento embrionario, a qual também
pode ser vista em motoneurdnios adultos (Edds, 1953; Brown et al., 1981).
Entretanto, este processo de regeneragcdo pode ser influenciado por diversos
fatores, como o tipo de fibra nervosa (Fu & Gordon, 1997), o tipo de leséo
(Schaumberg, 1993), a distancia entre os cotos, proximal e distal, chamado de
“gap” (Hall, 1997), a técnica de reparo adotada (Watchmaker & Mackinnon, 1997;
Vicente, 1999) e a idade do paciente (Fawcett, 1992; Verdu et al., 1995).

O tempo de desnervag¢do muscular também pode influenciar o processo de
regeneracdo nervosa e a recuperagdo funcional do musculo desnervado. Em
algumas situacdes, o tempo elevado de desnervagdo muscular pode induzir
atrofias irreversiveis (Viterbo et al., 1989). Ap6s um periodo de dois anos de
desnervacdo, as fibras musculares podem sofrer uma atrofia severa, resultando
em um processo de fragmentagdo das mesmas (Lundborg, 1987). Segundo
Daniel & Terzis (1977), ap6s a atrofia muscular definitiva induzida por um longo
periodo de desnervacdo, a recuperacdo funcional somente seria possivel com o
processo de reparo mediante transplantes musculares.

Apesar de existirem diversos métodos de técnicas cirirgicas para o reparo

de uma transecc¢éao total do tronco nervoso, apenas uma recuperacao limitada da
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area desnervada pode ser obtida (Watson-Jones, 1976). Segundo Daniel & Terzis
(1977), nos casos de avulsdo do plexo braquial, paralisias faciais com
consequente incapacidade de contragdo dos musculos da face e em lesbes de
nervos motores de membros inferiores, a reparagdo exclusiva dos nervos
normalmente leva a resultados insatisfatorios.

Viterbo (1992) observou que a resposta muscular a estimulacdo elétrica do
musculo tibial cranial de ratos submetidos a neurorrafia término-lateral, foi menor
do que no grupo controle de normalidade. No teste eletrofisiologico, a resposta
muscular foi de 90% nos animais submetidos a neurorrafia término-lateral com
remocdo do epineuro no nervo doador, enquanto que nos animais em que néo
houve remocao do epineuro para a realizagdo da neurorrafia, a reposta muscular
foi de 75%, quando comparados com seus respectivos controles. Com relagéo a
area e o diametro minimo das fibras musculares, este autor observou uma
diminuic&o destes parametros quando comparados com os musculos controles.

Entretanto Viterbo et al. (1998) compararam a neurorrafia término-lateral
com e sem remocdo do epineuro. Apds seis de meses de poés-operatério, as
avaliagBes histologicas foram realizadas a partir de cortes longitudinais no local
da neurorrafia término-lateral e transversais no nervo receptor. Estes autores
observaram brotamento lateral e desaparecimento do epineuro e perineuro no
local da sutura em ambos 0s grupos, ndo encontrando diferenca estatisticamente
significativa na analise eletrofisiologica, como também nas caracteristicas
morfoldgicas, entre os grupos estudados.

Em todos os trabalhos citados anteriormente, o0s autores sempre

observaram que tanto em animais jovens como em adultos ocorreu apenas uma
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recuperacao limitada do musculo desnervado, quando comparado com 0s animais
controles, demonstrando as limitag6es funcionais das técnicas cirirgicas.

Nos casos de lesbes de nervos onde estdo presentes os cotos, proximal e
distal, a neurorrafia término-terminal seria o procedimento de escolha. Porém,
devido a recuperagéo limitada observada também com esta técnica, a associa¢ao
de outras técnicas cirirgicas possibilitariam um aumento na taxa de recuperacao
da fungcdo muscular? Ou esta associagdo poderia ser prejudicial ao processo de

regeneracao que pode ser alcangado com a NTT?



39
Objetivo

OBJETIVO

1. Avaliar se a associagcdo de uma neurorrafia término-terminal entre os
cotos proximal e distal de um nervo lesionado, e mais um enxerto de
nervo entre um nervo integro e o mesmo musculo desnervado, como
segunda via de reinervagdo, poderiam aumentar a taxa de recuperagao
funcional obtida com as técnicas empregadas separadamente.

2. Avaliar se a utilizagdo de outra via de reinervagédo poderia prejudicar a
recuperacgédo funcional obtida com a neurorrafia término-terminal.

3. Avaliar se, nos casos de avulsdo do nervo com consequente destruigéo
da regido neural do musculo desnervado, a associacdo de dois enxertos
entre um nervo doador e o musculo desnervado poderia aumentar a

taxa de recuperagédo funcional obtida com um enxerto.



METODO

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cirurgia e Ortopedia
(cirurgias, avaliacdo da marcha, coleta das pecas para histologia e sacrificio dos
animais) e no Laboratorio de Urologia (avaliacéo eletrofisioldgica, preparo e leitura
das laminas histologicas), ambos da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP.

Todos os procedimentos estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA) e aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal

da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, sob o protocolo n® 407.

3.1. Animais
Foram utilizados 140 ratos (Ratus norvegicus) da linhagem Wistar, machos,
com massa inicial, em média de 193,04 (+ 21,9) g, fornecidos pelo Biotério

Central da UNESP — Campus de Botucatu/SP.

3.2. Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em sete grupos experimentais de 20 ratos
cada, os quais foram selecionados por meio de sorteio. Para tanto, foram
confeccionadas sete fichas identificadas como G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7.
Uma vez selecionado o animal, foi sorteada uma ficha, definindo a qual grupo
pertenceria o animal.

Os grupos foram os seguintes:
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G1 — Grupo NORMAL: Foi realizada cirurgia para exposi¢éo e dissecagéo
dos nervos fibular, tibial e cutaneo caudal da sura. Neste grupo néo foi realizada
nenhuma neurorrafia, sendo entdo finalizada a cirurgia (Fig. 1).

G2 — Grupo DESNERVADO: O nervo fibular foi seccionado e seu coto
proximal foi encurvado 100° e introduzido no interior do muasculo adutor. O coto
distal também foi introduzido no interior do musculo adutor, porém em sentido
contrario (Fig. 2).

G3 — Grupo NTT (neurorrafia término-terminal): O nervo fibular foi
seccionado aproximadamente 10 mm apos a trifurcagdo do nervo ciatico e em
seguida seu coto distal foi suturado ao coto proximal deste mesmo nervo, através
de uma neurorrafia término-terminal (Fig. 3).

G4 — Grupo NTT + 1 ENX (enxerto): Foi realizado o mesmo procedimento
do grupo G3. Em adicdo, foi realizado um enxerto com segmento do nervo
cutdneo caudal da sura, lateralmente ao nervo tibial, através de neurorrafia
término-lateral, & aproximadamente cinco milimetros apds a trifurcacdo do nervo
citico. A extremidade livre do enxerto foi introduzida no musculo tibial cranial do
mesmo lado, perfazendo uma neurotizagdo muscular direta (NMD) (Fig. 4).

G5 — Grupo NTT + 2 ENX: Foram realizados os mesmos procedimentos do
grupo G4. Em adicdo foi realizado mais um enxerto, com uma distancia de
aproximadamente 10 mm do primeiro enxerto, na regido distal a primeira NTL
(Fig. 5).

G6 — Grupo 1 ENX: O nervo fibular foi seccionado na mesma regido onde
foi realizada a NTT no grupo G3. O coto proximal deste nervo foi curvado 100° e
introduzido no interior do musculo adutor. O coto distal também foi introduzido no

interior do musculo adutor, porém em sentido contrario. Foi realizado um enxerto
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com um segmento do nervo cutaneo caudal da sura, & aproximadamente cinco
milimetros apoés a trifurcacao do nervo ciatico, lateralmente ao nervo tibial, através
de neurorrafia término-lateral. A extremidade livre do enxerto foi introduzida no
musculo tibial cranial do mesmo lado, perfazendo uma neurotizagdo muscular
direta (NMD) (Fig. 6).

G7 — Grupo 2 ENX: Foram realizados os mesmos procedimentos do grupo
G6. Em adicéo, foi realizado mais um enxerto, como descrito para o grupo G5,
com uma distancia de aproximadamente 10 mm entre 0s enxertos, na regiao

distal a primeira NTL (Fig. 7).

3.3. Procedimentos cirargicos

Os animais tiveram seus pesos aferidos e posteriormente foram
anestesiados com pentobarbital sédico (Nembutal Y-intraperitoneal, na dose de
30mg/kg de peso. Foi realizada tosquia na face dorsal posterior dos membros
pélvicos do lado direito e esquerdo. O animal foi imobilizado em decubito ventral
sobre uma placa de cortica, através da fixacdo de suas quatro patas com fita
adesiva e alfinete. A anti-sepsia da area cirurgica foi realizada com solucéo
detergente de PVPI a 10% (1% de iodo ativo).

O procedimento operatorio teve inicio com incisdo longitudinal de
aproximadamente trés centimetros na face dorsal do membro posterior direito,
atingindo pele e tecido celular subcutdneo. O musculo biceps femural foi
divulcionado, possibilitando a dissec¢éo cuidadosa do nervo ciatico e seus ramos,
ou seja, nervo fibular, nervo tibial e nervo cutdneo caudal da sura em uma

extensdo de aproximadamente trés centimetros, utilizando-se para este
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procedimento um microscépio DF Vasconcelos com 16 aumentos. O mesmo
procedimento foi realizado no membro posterior esquerdo.

Em todos os animais foi retirado um segmento de trés centimetros do nervo
cutaneo caudal da sura, em ambos 0os membros posteriores. O segmento obtido
no membro direito foi posteriormente utilizado para a realizagdo do enxerto entre
o nervo tibial e o musculo tibial cranial, nos grupos G4, G5, G6 e G7. O segmento
obtido no membro esquerdo foi utilizado para a realizagdo do segundo enxerto
nos grupos G5 e G7. Em adicdo, nos demais grupos, 0s segmentos para 0S
enxertos foram retirados, porém os enxertos nao foram realizados. Nesta fase
cirirgica foi realizado o sorteio para definicho de qual grupo experimental
pertenceria 0 animal, ou seja, antes da realizagcdo das neurorrafias e enxertos.
Apos o sorteio foram realizados os procedimentos descritos a seguir.

No grupo G1, controle de normalidade, realizou-se apenas a exposi¢éo da
area cirdrgica, disseccdo dos nervos e remogdo dos segmentos para enxertos.
Nenhum outro procedimento relacionado as neurorrafias foi realizado (Fig. 1).

No grupo G2, controle de desnervagéo, foram realizados os mesmos
procedimentos descritos para o grupo G1. Em adigdo, o nervo fibular foi
seccionado a aproximadamente um centimetro para a distal da trifurcacdo do
nervo ciatico, de tal forma que se obteve dois cotos, um proximal e um distal. O
coto proximal foi curvado em cerca de 100° e fixado no musculo adutor com um
ponto de fio polipropileno 7-0. O coto distal foi curvado em cerca de 100° e
introduzido no muasculo adutor, como descrito anteriormente, porém em sentido

contrario, de tal forma a prevenir a reinervacéo (Fig. 2).
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Figura 1 — Esquema da cirurgia em G1.
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Figura 2 — Esquema de cirurgia em G2.

No grupo G3 (NTT) o nervo fibular foi seccionado a aproximadamente um
centimetro apés a trifurcagcdo do nervo ciatico, de tal forma que se obteve dois
cotos, um proximal e um distal. Em seguida, seu coto distal foi suturado ao coto
proximal deste mesmo nervo, através de uma neurorrafia término-terminal (NTT),

com trés pontos simples de fio mononaylon 10-0 (Fig. 3).
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Figura 3 — Esquema da cirurgia realizada no G3. NTT = Neurorrafia término-terminal.
NF = Nervo fibular.

Nos animais do grupo G4, foi realizado o mesmo procedimento feito nos
animais do grupo G3. Em adi¢&o, o coto proximal do segmento de nervo sural do
lado direito, utilizado como enxerto, foi suturado ao nervo tibial, por neurorrafia
término-lateral, com trés pontos simples com fio mononylon 10-0,
aproximadamente um centimetro apds a trifurcacdo do nervo ciatico, sem
resseccdo do epineuro do nervo tibial. No musculo tibial cranial do mesmo lado
realizou-se uma pequena fenda onde foi implantado o coto distal do enxerto, o
mais profundo possivel, perfazendo a neurotizacao muscular direta. O enxerto foi
ancorado ao musculo por meio de sutura entre o epineuro e a fascia muscular,
através de um ponto simples com fio mononylon 10-0, evitando seu deslocamento
(Fig. 4). O sentido das fibras nervosas (orientagcdo fascicular) do enxerto foi
mantido, seguindo o sentido original das fibras do nervo cutaneo caudal da sura

(Brunelli, 1982; McNamara et al., 1987).
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Figura 4 — Esquema da cirurgia no G4. NTT= Neurorrafia término-terminal; NTL= Neurorrafia
término-lateral; NMD = Neurotizacdo muscular direta; ENX= Enxerto.

Nos animais do grupo G5 foram realizados os mesmos procedimentos do
grupo G4. Em adicéo, foi realizado um segundo enxerto no nervo tibial. Esta
segunda neurorrafia término-lateral foi realizada a aproximadamente meio
centimetro apos a primeira neurorrafia no nervo tibial, sendo o coto distal deste
enxerto também introduzido no musculo tibial cranial, aproximadamente meio
centimetro de distancia do primeiro enxerto (Fig. 5). Os procedimentos deste
segundo enxerto foram os mesmos descritos para o primeiro enxerto do grupo

G4.
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Figura 5 — Esquema da cirurgia em G5. NTT= Neurorrafia término-terminal; NTL= Neurorrafia
término-lateral; NMD = Neurotizacdo muscular direta.

No grupo G6, o nervo fibular foi seccionado aproximadamente um
centimetro apds a trifurcacdo do nervo ciatico, de tal forma que se obteve dois
cotos, um proximal e um distal. O coto proximal deste nervo foi curvado 100° e
introduzido no interior do musculo adutor, sendo fixado com um ponto simples de
fio mononylon 10-0. O coto distal também foi introduzido no interior do musculo
adutor, porém em sentido contrario, e também fixado com ponto simples. Foi
colocado um enxerto de nervo cutaneo caudal da sura, a aproximadamente cinco
milimetros apoés a trifurcacao do nervo ciatico, lateralmente ao nervo tibial, através
de neurorrafia término-lateral, com trés pontos simples de fio mononylon 10-0,
aproximadamente um centimetro apés a trifurcagdo do nervo ciatico, sem
resseccdo do epineuro do nervo tibial. No musculo tibial cranial do mesmo lado,
foi realizada uma pequena fenda onde foi implantado, o mais profundo possivel, o
coto distal do enxerto, perfazendo uma neurotizacdo muscular direta. O enxerto

foi ancorado ao muasculo por meio de uma sutura entre 0 epineuro e a fascia
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muscular através de um ponto simples com fio mononylon 10-0, evitando seu
deslocamento. O sentido das fibras nervosas (orientagéo fascicular) do enxerto foi

mantido, seguindo o sentido original das fibras do nervo cutaneo caudal da sura.

Nervo Fibular

Enxerto

Musculo
Tibial
Cranial

Figura 6 — Esquema da cirurgia realizada no G6. NTL= Neurorrafia término-lateral;
NMD = Neurotiza¢do muscular direta.

No grupo G7 foram realizados os mesmos procedimentos do grupo G6. Em
adicao, foi realizado um segundo enxerto no nervo tibial. Esta segunda neurorrafia
término-lateral foi realizada a aproximadamente meio centimetro apos a primeira
neurorrafia no nervo tibial, sendo o coto distal deste enxerto também introduzido
no musculo tibial cranial, aproximadamente a meio centimetro de distancia do
primeiro enxerto (Fig. 7). Os procedimentos deste segundo enxerto foram os

mesmos descritos para o grupo G6.
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Cranial

Figura 7 — Esquema da cirurgia realizada no G7. NTL= Neurorrafia término-lateral;
NMD = Neurotiza¢do muscular direta.

Em todos os grupos, a incisdo para exposicdo da area cirargica foi
suturada em planos, com a utilizagdo de pontos simples com fio mononylon 5-0.
Durante todos os procedimentos cirargicos o campo operatério foi mantido Umido
com solucao fisioldgica a 9%.

Os animais foram mantidos, apos as cirurgias, em gaiolas apropriadas no
Laboratorio de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia e Ortopedia, da FMB-UNESP, com temperatura de 24°C (+ 0,5), com
ciclo claro-escuro de 12 horas e recebendo ragdo para ratos e agua ad libitum,
por um tempo de seis meses. Apos este periodo, os animais foram submetidos a
avaliacdo funcional da recuperacdo motora, testes eletrofisioldgicos, e tiveram os
musculos e nervos de interesse removidos para a andlise dos demais atributos,

sendo posteriormente sacrificados.
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3.4. Avaliacdo da marcha

Os animais foram submetidos ao teste da marcha (Walking Tracks
Analysis) para a avaliagdo do grau de recuperacao da fungcdo motora, baseado no
indice funcional do nervo ciatico (De Medinaceli et al., 1982). Os testes foram
realizados no dia pré-determinado para o sacrificio de cada animal, observando a
data de realizagdo de cada cirurgia e o tempo de seis meses pos-cirdrgico. Os
animais foram submetidos a uma caminhada em uma caixa de nove centimetros
de largura por 78 cm de comprimento, com um abrigo escuro no final (Fig. 8).
Apos trés ensaios, nos quais os animais freqiientemente param para explorar o
corredor, eles tendem a caminhar regularmente para o abrigo escuro no final do
corredor. Uma folha de papel branco em tamanho apropriado foi colocada no piso
do corredor. Os ratos tiveram suas patas traseiras pintadas com tinta nanquim
preta e subseqientemente foram colocados na entrada do corredor, iniciando a
caminhada. As patas ficaram impressas na folha imediatamente apés a
caminhada. A folha foi codificada pelo nimero do animal, sem referéncia ao grupo

experimental a que pertencia.
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Figura 8 - Avaliagdo da marcha (Walking Tracks Analysis).

Foram analisadas quatro impressdes de cada pata traseira do animal,

sendo observadas quatro variaveis:

1.

Distancia da pata oposta (TOF): A projecao ortogonal da distancia
entre a extremidade dos dedos da pata experimental (E) com a
extremidade dos dedos da pata contralateral (N). Deste modo, o
valor normal (NTOF) foi o valor observado entre a pata normal e a
posterior impressao da pata experimental, e o valor experimental
(ETOF) foi entre a pata experimental e a posterior impressao da
pata normal.

Comprimento da impressao (PL): Foi mensurado o comprimento
de cada impressao do lado experimental e contralateral. O maior

comprimento de cada lado foi utilizado para a analise.
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3. Distancia entre o primeiro e quinto dedo ou extenséo total (TS):
Foi determinada a distancia linear entre o centro da impresséo do
primeiro dedo e do quinto dedo em ambos os lados, sendo
utilizado para a analise o maior valor para cada lado.

4, Distancia entre os dedos intermediarios (IT): Foi determinada a
distancia linear entre o centro da impressdo do segundo dedo e
do quarto dedo em ambos os lados, sendo utilizado para a analise
0 maior valor para cada lado.

A partir destas medidas (Fig. 9), foram realizados os calculos do indice

funcional do nervo ciatico (IFC), segundo a equacdo descrita por De Medinacelli

et al. (1982):

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

NTOF EPL NTS NIT 4

Figura 9: Esquema das medidas para calculo do indice funcional do nervo ciético (IFC).

Alguns animais caminharam com o dorso da pata experimental, ndo sendo

possivel realizar nenhuma medida desta impresséo (Fig. 10). Nestes casos, de
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acordo com De Medinacelli et al. (1982), foram atribuidos os seguintes valores
arbitrarios: ETOF = um terco da distancia entre duas pegadas normais; NTOF =

dois ter¢cos da mesma distancia; EPL = 80 mm; ETS = 6 mm; EIT =6 mm.

Figura 10: Exemplo de impressdes nas quais foram utilizados valores arbitrarios de NTOF,
ETOF, EPL, ETS, EIT.

3.5. Estudos eletrofisiolégicos

Utilizou-se para os estudos eletrofisiolégicos o eletromiégrafo da marca
Sapphire Il 4ME, sendo que a temperatura ambiente foi mantida em torno de 25°C
em todos os testes.

Os animais tiveram suas massas aferidas e posteriormente foram
submetidos a anestesia, tricotomia e imobilizacdo, conforme descritos nos
procedimentos cirargicos. Foi realizada uma incisdo no membro posterior direito,
conforme descrito anteriormente, para um amplo acesso aos nervos tibial, fibular,
aos enxertos (NTL) no nervo tibial e ao muasculo tibial cranial, possibilitando, com
o auxilio de microscépio cirargico, a disseccdo dos nervos citados e visualizagao
do masculo de interesse.

Realizou-se em todos os animais a sec¢do do nervo cutaneo caudal da

sura na altura da trifurcacdo do nervo ciatico, e a sec¢do do nervo tibial
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aproximadamente um centimetro abaixo do segundo enxerto (22 NTL), impedindo
deste modo, a propagacgdo de qualquer estimulo elétrico por estes nervos até o
musculo tibial cranial, no decorrer do teste eletrofisiologico. Nos grupos em que
ndo foram realizados os enxertos, a sec¢ao do nervo tibial foi no mesmo nivel,
como descrito anteriormente.

A recuperacdo das propriedades funcionais foi avaliada através da
determinagéo da deflagragédo de potenciais de agdo motor composto no musculo
tibial cranial. O potencial de agdo motor composto foi registrado por eletrodos de
agulha ativo e de referéncia. O eletrodo ativo foi implantado no centro do musculo
tibial cranial direito, e o de referéncia foi implantado proximo ao tendao de
insercdo do musculo. A avaliagdo das propriedades funcionais do musculo foi
realizada através de estimulos elétricos deflagrados por um eletrodo bipolar,
especialmente desenvolvido para este fim, cujo catodo e &nodo estavam
separados por dois milimetros. O eletrodo de estimulagéo bipolar foi posicionado
diretamente no nervo ciatico, antes da trifurcacdo (Fig. 11).

A frequéncia do estimulo foi fixada em 1 pps e a duracdo em 100 ps. A
intensidade de estimulo utilizada, sempre constante em todos os testes, foi de 5,1
volts.

Nos animais que ndo apresentaram resposta muscular ao estimulo elétrico,
os valores de laténcia tenderam ao infinito, sendo atribuido o valor de 1000 ms
para efeito de célculo.

Os dados de amplitude e laténcia foram comparados entre 0s sete grupos.
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Figura 11: Eletromidégrafo Sapphire Il 4ME; posicionamento dos eletrodos de estimulacéo bipolar e

de captacado com agulhas.

3.6. Coleta do material para preparacéo histolégica

Apo6s o término dos testes eletrofisiolégicos, os musculos tibiais craniais

dos lados direito (MTCD) e esquerdo (MTCE) foram removidos por inteiro, desde

a sua origem até o seu tenddo de insercdo. Apds este procedimento, foram

removidos os segmentos de nervos de interesse (Fig. 12), como descritos a

seqguir:

N1:

N2:

N3:

N4:

N5:

N6:

N7:

segmento proximal do nervo fibular, antes da NTT.
regido da NTT no nervo fibular.

segmento distal do nervo fibular, ap6s a NTT.
regido da 12 NTL, do primeiro enxerto (“T").
segmento distal do primeiro enxerto, apos a 12 NTL.
regido da 22 NTL, do segundo enxerto (“T").

segmento distal do segundo enxerto, apos a 22 NTL.
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Nervo
Fibular

Figura 12: Coleta dos segmentos de nervos nl, n2, n3, n4, n5, n6, n7 e masculo tibial
cranial para posterior analise histolégica.

ApoOs a remocdo das pecas histolégicas de interesse, os animais foram
sacrificados com dose letal de pentobarbital s6dico (Nembutal), administrado por

via intraperitoneal.

3.7. Massa do musculo tibial cranial

A massa do musculo tibial cranial foi mensurada em balanca analitica,
modelo JS-110, marca Chio, sendo aferida em gramas.

Os musculos tibiais craniais do lado direito foram secados com gaze,
pesados sem o tenddo e mantidos imersos em nitrogénio liquido (-196°C) até o
momento do processamento histolégico (Yan et al., 2002).

Os musculos tibiais craniais do lado esquerdo foram secados com gaze,

pesados sem o tend&o e posteriormente descartados.
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3.8. Processamento histolégico do musculo tibial cranial

Os musculos tibiais craniais do lado direito (MTCD), congelados em
nitrogénio liquido, foram submetidos a cortes histolégicos em criostato da marca
LEICA, modelo CM1850. Os segmentos tinham sete micrometros de espessura,
sendo os cortes realizados na porcdo central do musculo, transversalmente ao
maior eixo do musculo. Foram realizados de quatro a seis cortes em 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) (Zhao et al. 1997, McCallister et al. 1999).

As laminas foram identificadas com o numero de registro no laboratério,
sem identificacdo do animal e ou grupo a que este pertencia. Este registro

somente foi revelado para a analise estatistica.

Digitalizacao das imagens histologicas:

As laminas histoldgicas foram observadas em microscépio 6ptico no menor
aumento (50 vezes) para escolha do corte com menos artefatos. Foi utilizado o
aumento de 200 vezes para a andlise das fibras musculares. As imagens foram
captadas por uma camera digital Leica DFC 280 e posteriormente salvas em um
microcomputador Pentium IV 3.2 HT, 1 GB DDR, HD 80 GB. Foram selecionadas,
aleatoriamente, 10 imagens em diferentes campos de um mesmo corte

histologico.
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Medidas da éarea e menor didmetro das fibras musculares
Foram analisadas a area e o menor diametro das fibras musculares, a
partir das imagens digitalizadas. Para tanto, foi utilizado o software Sigma Pro

Image Analysis, versao 5 da Jandel Scientific Corporation.

Figura 13: Exemplo de cinco fibras musculares, escolhidas aleatoriamente, em uma
mesma lamina.

Avaliou-se uma fibra de cada quadrante da imagem e uma central, sendo
medidas cinco fibras por imagem salva, em um total de 50 fibras por lamina (Fig.
13). A selegéo das fibras foi realizada de forma padronizada, sobrepondo-se um
papel com cinco marcac¢des, sobre as figuras. Assim, foram selecionadas as
fibras que coincidiam com as marcag6es. Os resultados de area e menor didmetro

das fibras foram dispostos em uma tabela e posteriormente foi calculada a média
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das medidas obtidas para cada animal. A partir destas médias, foi realizada a

andlise estatistica para comparagao entre 0s grupos.

3.9. Processamento histolégico dos segmentos de nervos

Os segmentos de nervos removidos foram imediatamente encaminhados
para a preparagdo das laminas histoldgicas.

Os segmentos N1, N3, N5 e N7 foram fixados em solugdo de Karnovisk e
processados pela técnica da resina Araldite 502° para microscopia eletronica (Fig.
14).

ApoOs a fixacdo por um periodo superior a 24 horas em solucdo de
Karnovisk, e lavagem em tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,3) por trés vezes com
duracéo de cinco minutos cada vez, os segmentos de nervos foram submetidos a
pré-coloracdo com tetréxido 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
502° foi realizada em duas etapas:

1) Em solugéo de resina e acetona (1:1), permanecendo por 24

horas em dissecador;

2) Em resina, ap6s 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 502® e mantido em estufa & 60°C por 48 horas para polimerizacao.

Antes do corte histoldgico os blocos foram trimados, ou seja, preparados

para o corte através da eliminag@o do excesso de resina ao redor do segmento de
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nervo. A trimagem foi realizada sob lupa Carl Zeiss Jema adaptada, em aumento
de 1,6X, com auxilio de uma lamina Gillete®.

Com o bloco preparado foram realizados cortes transversais semi-finos
(0,5 pm) em micrétomo Leica MZ6. Apds 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 coloragao foi realizada manualmente, lamina por lamina, com azul de
toluidina 1% durante cinco minutos. Apos a secagem a laminula foi colada e a
lAmina identificada com o numero do registro no laboratério para que o
pesquisador n&o identificasse a qual grupo pertencia o animal. A numeracao real
foi revelada apenas para a realizacdo da analise estatistica.

Os segmentos de nervos N2, N4 e N6 foram corados pelo método de
Bielschowsky e submetidos a cortes longitudinais, para serem analisados quanto

ao crescimento dos axonios do nervo doador para dentro do nervo receptor.
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PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS NERVOS

- D
X A Karnovisk
Aewsio (g

Dissecador
l +24h 24 h
- - = Tampéo fosfato
Tampéo fosfato E 0,1M (pH 7,3)
0,1M (pH 7,3) ' '
) Dissecador
3 x/5min 10 min
- z . P -
E Tetrxido de 6smio 1 hora em estufa
(1:1) 37°C

Posicionamento

P R—
N
=

na forma
-
Tampéo fosfato EMBLOCAMENTO
0,1M (pH 7,3)
3 x/5min _
Preenchimento
resina Araudite®
B -
DESIDRATACAO E Acetona 50%
2 x/ 10min

Acetona 70%

P
<

. 48 horas em estufa
2 x/ 10min (60°C)

P
<

Acetona 90%

2 x/ 15min

—

Acetona 100%

Figura 14: Sequéncia do processamento histolégico dos segmentos de nervos N1, N3, N5
e N7 em resina araldite®.
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Digitalizacao das imagens histologicas

As laminas histologicas foram observadas ao microscépio Optico em
aumento de 100 vezes para escolha do corte com menos artefatos. Foi utilizado o
aumento de 400 vezes para a andlise das fibras de nervos.

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

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

Analise dos atributos das fibras de nervos.

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através da densidade
axonial, medidas da area dos ax6nios, menor diametro dos axbnios e area da
bainha de mielina.

As medidas foram feitas de maneira semi-automatica utilizando-se o
software Sigma Pro Image Analysis, verséo 5 da Jandel Scientific Corporation.

Apos abrir a imagem a ser analisada, foi realizado um aumento (“zoom”) e
este campo foi medido em 50 imagens, obtendo-se uma area média de 5128,17
pum?. Foram medidas 50 fibras de nervos inteiras presentes nesta area, com
excecao das fibras que apresentavam artefatos de fixagdo. Posteriormente foram
contadas todas as fibras presentes na imagem, com excecdo das fibras que
apresentavam artefatos de fixagéo.

ApoOs a contagem das fibras de nervos calculou-se a densidade axonial,

medida em axc‘)nio/pmz, através da formula:

Densidade axonial = nimero de ax6nio / 5128,17 pmz.
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Foram realizadas as medidas da area da fibra nervosa e do ax6nio. As
medidas da area da bainha de mielina foram obtidas subtraindo-se a area axonial
da area da fibra de nervo.

Os resultados obtidos de area e menor diametro do axbénio foram
organizados em uma tabela e entdo, calculada a média das medidas obtidas para
cada animal. A partir destas medidas foi realizada a andlise estatistica para

comparagéo entre grupos.



3.10. Andlise estatistica

Quando comparados os sete grupos entre si foi utilizada a Andlise de
Variancia (ANOVA) e, se detectada diferenca estatistica, ao teste de Tukey.

Utilizou-se o teste “t” pareado para a comparacdo das massas iniciais as
massas finais dos animais, e para os dados da eletrofisiologia.

Para comparag¢do das medidas de &rea, didmetro minimo dos segmentos
de nervos e da bainha de mielina foi utilizado o teste “t” de Student.

Para os dados de densidade axonial ajustou-se o modelo de regressao de
Poisson para comparacdo entre grupos, obtendo-se as taxas de densidade
axonial relativas.

Em todas as andlises adotou-se o nivel de significancia p<0,05.
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RESULTADOS

4.1 Anélise da massa corporal inicial e final dos animais.

A comparacdo das massas iniciais e finais dos animais evidenciou um
ganho de peso em todos os animais, com diferenca significativa. A avaliacao
entre grupos nao evidenciou diferenca estatistica quando comparadas as massas
iniciais, assim como quando comparadas as massas finais entre grupos (Fig. 15;

Tabela 1).

600 b
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400
B Massainicial
300 ,

B 1 assafinal

MASSA (g)

200

100

G1 G2 G3 G4 G5 6 67

Figura 15: Médias e seus respectivos desvios padrdes das massas iniciais e finais dos animais.
Letras diferentes representam diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Tabela 1: Massas iniciais e finais dos animais.
Grupo Massa inicial (g) MMassa final {g)
G 184 + 16 ° 504 £ 51"
G2 180+ 2240 513 + 46b
=3 186+ 099 S22+ 32hb
G4 190 £ 18 512 £ 43b
GG 187 + 139 180 + 19b
=5 201+ 20 16+ 37 b
7 210+ 11 4 519 + 65,

Letras diferentes representam diferencas estatisticas significantes (p<0,05).

4.2. Teste de avaliagcdo da marcha

Os resultados do indice funcional do ciatico (IFC) de cada grupo sé&o
expressos como porcentagem da perda da fungédo normal (Fig.16).

Os grupos G1 (5,5+0,8), G3(10,4+£2,1),G4 (7,5+15)e G5 (-7,3+£1,9)
nao apresentaram diferencas significativas quando comparados entre si.
Entretanto apresentaram diferencas significativas quando comparados com o0s
grupos G2 (-118,3 + 3,1) e G6 (-122,3 + 5,2). Entre os grupos G2 e G6 ndo houve
diferenca estatistica. O grupo G7 (-89,3 + 2,6) apresentou diferenca estatistica
qgquando comparado com os grupos G1l, G3, G4 e G5 e também quando

comparado com os grupos G2 e G6 (Tabela 2).
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indice Funcional do Ciatico (%)

-100
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-140

C c
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Figura 16: No grafico estdo representadas as médias e seus respectivos erros padrées do indice
funcional do ciético, expressos em porcentagem. Letras diferentes indicam diferencga estatistica

significativa (p<0,05).

Tabela 2: indice Funcional do Nervo Ciatico.

Grupo indice Funcional do MNervo Ciatico (%)
G 05+52 "7
G2 -1183 22 ¢
=3 104 +32 9
G4 7564 °
G5 T3+78°
56 1223 x26¢
G7 8g,3 +12b

Letras diferentes representam diferencgas estatisticas significantes (p<0,05).
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4.3. Teste eletrofisiolégico

Os dados obtidos com relagdo a laténcia e amplitude dos testes
eletrofisiol6gicos estao representados nas figuras 17 e 18 e na tabela 3.

Na andlise da laténcia, os dados demonstraram que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos G1 (1,75 £ 0,2 ms), G3 (1,89 £ 0,7 ms), G4 (1,84 +
0,7 ms), G5(1,85+ 0,8 ms) e G7 (2,18 + 0,3 ms).

Entretanto esses grupos diferiram significativamente do grupo G6 (2,60 *
0,3 ms), o qual apresentou aumento na laténcia.

O grupo G2 apresentou uma laténcia que tendeu ao infinito, diferindo
significativamente dos demais grupos.

O grupo G7 (2,18 £ 0,3 ms), submetido aos dois enxertos, apresentou
laténcia significativamente menor que o grupo G6 (2,60 + 0,9 ms), com apenas
um enxerto.

A andlise dos dados referentes & amplitude demonstrou que ndo houve
diferencas significativas entre os grupos G3 (13,05 + 6,1 mV), G4 (12,9 + 2,9 mV),
G5 (13,8 £ 4,6 mV), e G7 (10,6 £ 3,2 mV). Entretanto, nestes grupos houve
diminuicéo significativa da amplitude quando comparados com o grupo G1 (25,8 +
6,1 mV), controle de normalidade.

Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos G2 (0 mV) e G6 (1,6 +
0,3 mV), porém estes grupos foram significativamente diferentes dos demais (G1,

G3, G4, G5 e G7).



69
Resultados

3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

Laténcia (ms)

1,0

0,5

0,0
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Figura 17: No gréfico estdo representadas as médias e seus respectivos erros padrdes da
laténcia, expressos em mV. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Figura 18: No gréfico estdo representadas as médias e seus respectivos erros padrdes da
amplitude, expressos em ms. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 3: Eletrofisiologia - Amplitude e Laténcia.

Grupo Laténcia(ms) Amplitude (mv)
G 175£02° 258 +6.1"
G2 oo b ob
G3 159+07° 135+6.1¢
G4 184+07° 120£29°¢
G5 185+08° 138+46¢
G 2680£09¢ 16 03D
G7 218037 106£32¢

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Apo6s a deflagracdo dos estimulos no nervo ciatico, observou-se com
relacdo a laténcia, uma tendéncia ao infinito no grupo G2, e com relacdo a

amplitude, auséncia de contracdo muscular no musculo tibial cranial.

4.4. Anélise da massa do musculo tibial cranial direito

Com relagdo a massa do musculo tibial cranial direito, foi observada
diferenca significativa entre os grupos G1 (0,954 + 0,02 g) e G2 (0,164 + 0,02 Q).

Entres os grupos G3 (0,750 = 0,03 g), G4 (0,753 = 0,04 g) e G5 (0,752 +
0,04 g) ndo houve diferenca significativa. Entretanto, esses grupos apresentaram
uma diminuigdo significativa da massa muscular quando comparados com o

controle de normalidade (G1: 0,954 + 0,2 g).
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N&o houve diferenca entre os grupos G6 (0,367 = 0,03 g), e G7 (0,371 +
0,3 g). Estes grupos apresentaram um aumento significativo da massa muscular
guando comparados com o controle de desnervagdo (G2: 0,164 = 0,02 Q).
Quando comparados com o controle de normalidade, os grupos G6 e G7
apresentaram uma diminui¢do significativa da massa muscular. Os grupos G3, G4

e G5 diferiram significativamente dos grupos G6 e G7 (Fig. 19, Tabela 4).

1,200
1,000 a
¢ c
C
— | 0,800 T T
f=]
C—
% 0,600 -
w
< d d
= 0,400
. .b I [
0,000 - T . r
G1 G2 63 G4 G5 G6 67

Figura 19: Estdo representadas no grafico as médias e os erros padrdes da massa do musculo
tibial cranial direito. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 4: Massa do musculo tibial cranial direito

Grupo Massa (g)
G1 0954 +002 °
G2 0164 + 0,02 b
G3 0750 +003 ¢
G4 0752+004 ©
G5 0752 +004 ©
G6 0,267 +0,03 d
a7 0371 +003 4

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

4.5. Analise morfométrica do musculo tibial cranial direito

A andlise dos dados referentes as areas das fibras do musculo tibial cranial
direito de cada grupo (Fig. 20) ndo demonstrou diferenca estatistica entre os
grupos G1 (1666,84 + 148,5 pum?), G3 (1567,09 + 135,1 um?), G4 (1760,63 *
175,3 um?), G5 (1692,98 + 162,3 pum?) e G7 (1609,46 + 179,2 um?). Estes grupos
apresentaram areas significativamente maiores que o grupo desnervado (G2:
559,61 + 54,8 um?).

O grupo G6 (1219,84 + 137,9 um?) apresentou &rea significativamente
maior que o0 grupo G2 (559,61 * 54,8 um?2), porém apresentou area

significativamente menor que os grupos G1, G3, G4, G5 e G7.
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Figura 20: Estéo representadas no gréfico as médias e os erros padrdes da area das fibras do
musculo tibial cranial direito. Letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).

Os resultados referentes as medidas do didmetro minimo das fibras do
musculo tibial cranial direito de cada grupo confirmaram os resultados e
diferencas significativas, obtidos nas avaliacdes da area das fibras musculares
(Fig. 20). Os dados referentes ao didmetro minimo das fibras musculares estao

representados na figura 21 e tabela 5.
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DIAMETRO (um)
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Figura 21: Estéo representadas no gréfico as médias e os erros padrbes do diametro minimo das
fibras do musculo tibial cranial direito. Letras diferentes representam diferencas estatisticas

(p<0,05).

Tabela 5: Fibras do Musculo Tibial Cranial Direito — Area e Diametro Minimo.

Grupo Area (um?) Diametro Minimo {m)
G1 166684 + 1485 ° 46,09+27 °
¥, 55061 +548 P 267111 P
G3 1567,09+135,1 4468 +29 °
G4 176063 +1756 ° AT36+23°
G5 169298 + 1623 7 4645 +25 °
G6 121984+ 1379 ¢ 3715+21 ¢
G7 160946 + 1792 ° 4529+24°

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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4.6. Analise morfoldgica do musculo tibial cranial direito

Observou-se uma semelhanga quanto ao tamanho e forma das fibras
musculares e quanto & quantidade de tecido conjuntivo entre os grupos G1, G3,
G4 e G5. Nestes grupos, as fibras musculares apresentaram-se com contornos
poligonais, agrupadas em fasciculos e delimitadas por tecido conjuntivo frouxo.

No grupo G7 as fibras apresentaram-se com discreto aumento no
polimorfismo e com pequeno aumento de tecido conjuntivo.

O grupo G6 apresentou fibras musculares aparentemente menores, maior
polimorfismo, maior desorganizagdo e aumento de tecido conjunto.

Entretanto, o grupo G6 apresentou melhor organizagcéo das fibras quando
comparados com o grupo G2 (desnervado), o qual apresentou, aparentemente, as
menores fibras musculares, polimorfismo acentuado, alta desorganizagdo com
grande quantidade de tecido conjuntivo.

As imagens representativas de cada grupo, exemplificando as diferengas

encontradas entre os grupos, sao observadas na figura 22.



Figura 22: Cortes histolégicos das fibras do masculo tibial cranial direito, corados pela técnica de
H.E. Microscopia 6ptica com aumento de 200x. As imagens s&o representativas de cada grupo:
G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7.
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4.7. Analise morfométrica do segmento de nervo N1

Os dados referentes a densidade axonial no segmento de nervo N1 (Fig.
23) demonstraram que o grupo G1 (0,009 + 0,0006 axo6nio/pm?) foi
significativamente diferente dos demais grupos, apresentando a menor densidade
axonial. Os grupos G2 (0,011 + 0,001 ax6nio/um?), G6 (0,011 + 0,003 axdnio/pm?2)
e G7 (0,011 + 0,002 axbnio/pm?2) néo diferiram entre si. Os grupos G3 (0,014 +
0,003 axbnio/um?) e G4 (0,013 + 0,002 axbnio/um?) ndo diferiram entre si, porém
apresentaram uma densidade significativamente maior que os grupos G2, G6 e
G7. O grupo G5 (0,017 = 0,004 axOnio/um?) apresentou a maior densidade

axonial, sendo significativamente diferente dos demais grupos.
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Figura 23: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrées da densidade axonial no
segmento de nervo N1. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 6: Segmento de nervo N1 - Densidade axonial.

Grupo Densidade axonial (axxonioflum=)
G1 0,008 + 0,0006 *
G2 0011 20,001 P
G3 0,014 + 0,003 €
G4 0,013 +0002 ¢
G5 0,017 0,004 ¢
G6 0,011 +0,002 P
G7 001 +0002 "

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

A andlise dos dados referentes a area do axénio no segmento de nervo N1
(Fig. 24) nédo evidenciou diferenca significativa entre os grupos G1 (40,46 + 1,8
pm?2) e G4 (39,12 + 2,4 um?). Entre os grupos G2 (31,95 + 2,1 um?), G3 (32,75 £
1,9 um?), G5 (30,95 + 2,0 um?), G6 (31,55 + 2,6 um?) e G7 (32,96 + 2,3 um?3) nédo
houve diferenca significativa. Entretanto estes grupos foram significativamente

diferentes dos grupos G1 e G4.
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Figura 24: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrées da area dos axonios no
segmento de nervo N1. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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A andlise dos dados referentes ao didmetro minimo dos axénios no
segmento de nervo N1 (Fig. 25) ndo evidenciou diferenca significativa entre os
grupos G1 (7,19 + 0,4 um) e G4 (7,06 = 0,3 um). N&o houve diferencga significativa
entre os grupos G2 (6,34 =+ 0,2 pum), G3 (6,47 £ 0,7 um), G5 (6,29 + 0,9 um), G6
(6,34 £+ 0,4 um) e G7 (648 £ 0,9 pm). Porém, estes grupos foram
significativamente diferentes dos grupos G1 e G4.

Os dados referentes a area e ao didmetro minimo dos axbénios no

segmento N1 estédo representados na tabela 7.
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Figura 25: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrfes do diametro minimo dos
axbnios no segmento de nervo N1. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

DIAMETRO (um})

Tabela 7: Segmento de nervo N1 - Area e Diametro Minimo dos Axdnios.

Grupo Area (Urm?) Digmetro Minimo (um)
G1 046+18° 719:04°
G2 3195+21" 634020
G3 3275+ 12"k 6A7 +07 D
G4 3912+24° 706+039
G5 3005+20° 620+09P
G6 3155+ 26°P £.34+04Pb
G7 3206+23" 648 +0,90

Letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).
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A analise dos dados referentes a area da bainha de mielina dos ax6nios no
segmento de nervo N1 (Fig. 26) ndo evidenciou diferenca significativa entre os
grupos G1 (2,87 £ 0,6 um?) e G4 (2,66 + 0,7 um?). Entre os grupos G2 (2,05 £ 0,3
pum2), G3 (2,02 + 0,5 um?), G5 (1,95 + 0,2 um?2) e G6 (2,05 £ 0,4 um?) também nao
houve diferenca significativa, porém estes grupos foram significativamente
diferentes dos grupos G1 e G4. O grupo G7 (1,49 + 0,7 um?) apresentou a menor

area com relacdo a bainha de mielina, diferindo significativamente dos demais

a
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Figura 26: Estdo representadas no grafico as médias e os erros padres da area da bainha de
mielina dos ax6nios no segmento de nervo N1. Letras diferentes representam diferencas
estatisticas (p<0,05).

grupos.

AREA (pm?)

A andlise dos dados referentes ao didmetro minimo dos axbnios no
segmento de nervo N1 (Fig. 25) ndo evidenciou diferenca significativa entre os
grupos G1 (7,19 + 0,4 um) e G4 (7,06 = 0,3 um). N&o houve diferenca significativa

entre os grupos G2 (6,34 = 0,2 pum), G3 (6,47 £ 0,7 um), G5 (6,29 + 0,9 um), G6
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(6,34 £+ 0,4 um) e G7 (648 £ 0,9 pm). Porém, estes grupos foram

significativamente diferentes dos grupos G1 e G4.

Tabela 8: Segmento de nervo N1 - Area da bainha de mielina dos axdnios.

Crupo Areada bainha de mielina (um?)
C1 287 +06 "
G2 205+03 "
G3 202+05 "
G4 266 +07
G5 195202 "
6 205 +04 P
G7 149 +07 ¢

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

4.8. Analise morfologica do segmento de nervo N1

Os cortes histolégicos do segmento de nervo N1 estdo representados na
figura 27. Observa-se semelhanca em relacdo a densidade, tamanho, forma das
fibras de nervos assim como bainhas de mielina regulares e delimitadas, em
todos os grupos. Entretanto o grupo G1 (normal) apresenta a melhor organizacéo

das fibras, quando comparados com os demais grupos.
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Figura 27: Cortes histoldgicos representativos dos segmentos de nervos N1 dos grupos G1, G2,
G3, G4, G5, G6, G7. Coloracao por tetréxido de 6smio e azul de toluidina.
Microscopia 6ptica com aumento de 400x.
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4.9. Analise morfométrica do segmento de nervo N3

Os dados referentes a densidade axonial em N3 (Fig. 28, Tabela 9)
demonstraram que os grupos G2 (0,001 £ 0,001 axénio/um?) , G6 (0,001 + 0,001
axonio/um?) e G7 (0,001 £ 0,002 axbnio/pm?) ndo apresentaram diferencas entre
si, entretanto apresentaram densidade axonial significativamente menor que os
demais grupos. Os grupos G4 (0,019 + 0,007 ax6nio/um?) e G5 (0,017 + 0,005
axonio/um?) ndo diferiram entre si, entretanto apresentaram densidade axonial

significativamente maior que o grupo G3 (0,013 £ 0,004 ax6nio/pum?2).
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Figura 28: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrées da densidade axonial no
segmento de nervo N3. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 9: Segmento de nervo N3 - Densidade Axonial.

Grupo Densidade axonial {(axonio/um=)
G2 0,001 +0,0071 "
G3 0,013 1+ 0,004 "
G4 0,019 +0,007 °
=9 0,017 20,005 €
Go 0001 +0001 °
o7 00010002 °

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Os dados referentes a area axonial dos grupos G2 (1,95 + 1,2 um?), G6
(1,62 £1,8 um?) e G7 (2,01 = 1,2 um?) ndo demonstraram diferengas significativas
entre si, entretanto apresentaram densidade axonial significativamente menor que
os demais grupos. Os grupos G3 (25,50 + 2,1 pm?) e G4 (26,58 £ 2,4 um?) ndo
diferiram entre si. O grupo G5 (15,01 £ 2,2 ym?) foi diferente, significativamente,
dos grupos G3 e G4, entretanto também apresentou area significativamente maior
gue os grupos G2, G6 e G7 (Fig. 29).

Com relacdo ao diametro minimo (Fig. 30), os grupos G2 (0,26 + 0,1 um),
G6 (0,21 £ 0,2 um) e G7 (0,22 + 0,1 um) ndo apresentaram diferencas entre si,
entretanto apresentaram diametro significativamente menor quando comparado
aos demais grupos. Os grupos G3 (5,71 + 0,3 um) e G4 (5,83 £ 0,5 um) nado

diferiram entre si. O grupo G5 (4,78 + 0,2 pm) apresentou &rea axonial
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significativamente menor, quando comparado com os grupos G3 e G4. Os dados

de area e diametro minimo estdo expressos na tabela 10.
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Figura 29: Estéo representadas no gréafico as médias e os erros padrdes da area axonial no
segmento de nervo N3. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Figura 30: Estéo representadas no grafico as médias e os erros padrées do didmetro minimo
axonial no segmento de nervo N3. Letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 10: Segmento de nervo N3 — Area e Diametro Minimo dos Ax6nios.

Grupo Area (um?) Diametro Minimo {um)
G2 185+12° 026 +01°
G2 2550+21"7 571 +03"
G4 2653+24" 583 +05"
G5 1501 +22° 478 +02"
G6 162+18 2 0.21+02°
G7 201+129 022+019

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Os dados referentes a area da bainha de mielina (Fig. 29, Tabela 11) dos
grupos G2 (0,11 £ 0,2 um?), G6 (0,13 £ 0,3 um?) e G7 (0,12 £ 0,2 um?) nao
demonstraram diferencas significativas entre si, porém apresentaram area
significativamente menor que os demais grupos. Os grupos G3 (1,99 + 0,7 um?) e
G4 (1,91 = 0,3 um?) néo diferiram entre si. O grupo G5 (1,70 £ 0,6 pum?) foi

significativamente diferente dos grupos G3 e G4.
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Figura 31: Estéo representadas no grafico as médias e os erros padrbes da area da bainha de
mielina no segmento de nervo N3. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Tabela 11: Segmento de nervo N3 - Area da bainha de mielina.

Grupo Area da bainha de miglina (um?)
G2 011+02"
G3 199+07"
G4 191+03"
G5 170006 ©
G6 013+03°
G7 012+02°

Letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).
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4.10. Analise morfolégicano segmento de nervo N3

Os cortes histolégicos do segmento de nervo N3 estdo representados na
figura 32. Observa-se semelhanca nos grupos G2, G6 e G7, os quais
apresentaram degeneragao das fibras e grande quantidade de tecido conjuntivo.
Os grupos G3, G4 e G5 apresentam semelhancas com relacdo a densidade
axonial e area dos axo6nios, assim como bainhas de mielina delimitadas e
regulares. O grupo G5 apresentou, aparentemente, discreta diminuicdo no

didmetro dos axonios, em relacdo aos grupos G3 e G4.

4.11. Analise morfométrica do segmento de nervo N5

Os dados referentes & densidade axonial em N5 (Fig. 33, Tabela 12)
demonstraram semelhancgas entre os grupos G4 (0,032 £ 0,005 axonio/um?) e G6
(0,029 = 0,002 axo6nio/um?). Estes grupos apresentaram densidade axonial
significativamente maior que os grupos G5 (0,020 + 0,007 axo6nio/um?) e G7

(0,022 + 0,008 axbnio/um?), os quais ndo apresentaram diferengas entre si.
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Figura 32: Cortes histoldgicos representativos dos segmentos de nervos N3 dos grupos G2, G3,
G4, G5, G6, G7. Coloracao por tetroxido de 6smio e azul de toluidina.
Microscopia 6ptica com aumento de 400x.
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Figura 33: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrées da densidade axonial no
segmento de nervo N5. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Tabela 12: Segmento de nervo N5 - Densidade Axonial.

Grupo Densidade axonial {(axonioflum?=)
G4 0,032+0005°
G5 0,020+ 0,007"
GH 0,029 +0,002°
G7 0,022 +00038b

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

O grupo G4 (8,45 + 0,7 um2) apresentou a menor area axonial, quando

comparado com os demais grupos. O grupo G5 (10,40 £ 1,2 um?) néo diferiu do

grupo G6 (10,06 + 1,4 pum?), entretanto apresentaram area significativamente

menor que o grupo G7 (13,19 + 1,2 um?) (Fig. 34, Tabela 13).
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Com relacao ao diametro minimo, os grupos G4 (3,29 £ 0,2 um), G5 (3,75
+ 0,7 um) e G6 (3,58 + 0,0,7 um) ndo apresentaram diferencas entre si, porém
foram significativamente menores que o grupo G7 (4,11 + 0,5 um) (Fig. 35, Tabela

13).
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Figura 34: Estéo representadas no grafico as médias e os erros padrbes da 4rea dos axnios no
segmento de nervo N5. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Diametro {4m)
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Figura 35: Estéo representadas no gréafico as médias e os erros padrfes do diametro minimo dos
axdnios no segmento de nervo N5. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 13: Segmento de nervo N5 — Area e Diametro Minimo dos Axdnios.

Grupo Area (pm?2) Diametro Minimo {jum)
G4 845+07° 320029
G5 1040+ 1,2b 365+07°
G6 10,06+ 14" 358 +079
G7 13,19+ 1,2¢ 411050

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

O grupo G4 (1,37 + 0,7 um?) apresentou a menor area da bainha de
mielina, quando comparado com os demais grupos. Os grupos G5 (1,50 £ 0,3

pm32), G6 (1,52 £ 0,4 um?) e G7 (1,52 + 0,7 um?) néo diferiram entre si (Fig. 36,

Tabela 14).
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Figura 36: Estdo representadas no grafico as médias e os erros padres da area da bainha de
mielina dos ax6nios no segmento de nervo N5. Letras diferentes representam diferencas
estatisticas (p<0,05).
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Tabela 14: Segmento de nervo N5 - Area da bainha de mielina.

Grupo Area da bainhade mielina (pm2)
G4 127407 "
G5 15002 "
G6 152+04"
G7 152+07"

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

4.12. Analise morfologica do segmento de nervo N5

Os cortes histoldgicos representativos do segmento de nervo N5 (Fig. 37)
mostram semelhancas, com relacdo a area axonial, didmetro minimo e bainha de
mielina, entre os grupos G4, G5, G6 e G7. Os grupos G5 e G7 apresentaram,
aparentemente, discreta diminuicdo na densidade axonial, quando comparados

com os grupos G4 e G6.
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Figura 37: Cortes histolégicos representativos dos segmentos de nervos N5 dos grupos G4, G5,
G6, G7. Coloragao por tetréxido de 6smio e azul de toluidina.
Microscopia 6ptica com aumento de 400x.

4.13. Analise morfométrica do segmento de nervo N7
Os dados referentes & densidade axonial em N7 (Fig. 38, Tabela 15)
demonstraram semelhancas entre os grupos G5 (0,030 £+ 0,003 axdénio/um?2) e G7

(0,029 + 0,005 axonio/pm?).
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Figura 38: Estao representadas no grafico as médias e os erros padrées da densidade axonial no
segmento de nervo N7. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Tabela 15: Segmento de nervo N7 - Densidade Axonial.

Grupo Censidade axonial (axdnio/um=)
G5 0.030+0003"
7 0,029 + 0,005

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Os grupos G5 (10,06 = 1,4 um?) e G7 (8,76 = 1,1 um?3) ndo apresentaram

diferencas entre si, quanto & area do axodnio. O didmetro minimo nos grupos G5

(3,58 £ 0,6 ym) e G7 (3,33 = 0,4 um) também evidenciou semelhancas entre

estes grupos (Fig. 39, 40 e Tabela 16).
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Figura 39: Estéo representadas no gréfico as médias e os erros padrdes da area do axdnio no
segmento de nervo N7. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Diametro (pm)

Figura 40: Estéo representadas no gréfico as médias e os erros padrfes do diametro minimo dos
axdnios no segmento de nervo N7. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 16: Segmento de nervo N7 — Area e Diametro Minimo dos Axdnios.
Grupo Area (um?) Diagmetro Minimo {Jm)
G5 10,06 =14 358+06"
G7 8.76 £ 1,1 333:04°

Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).

Com relagédo & area da bainha de mielina, o grupo G5 (1,14 + 0,7 um?)
apresentou area significativamente menor que G7 (1,49 + 0,5 pym?) (Fig. 41 e

Tabela 17).

Area

0,2

G1 G2 G3 G4 GS G6 G7

Figura 41: Estdo representadas no grafico as médias e os erros padrfes da area da bainha de
mielina no segmento de nervo N7. Letras diferentes representam diferencas estatisticas (p<0,05).
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Tabela 17: Segmento de nervo N7 — Area da bainha de mielina.
Grupo Areada bainhade mielina (um?)
G5 114 +07"
G7 149 +05°

Letras diferentes representam diferencgas estatisticas (p<0,05).

4.14. Analise morfologica do segmento de nervo N7

Os cortes histoldgicos representativos dos segmentos de nervos N7 (Fig.
42) evidenciaram a grande semelhanca entre os grupos G5 e G7. No grupo G7
observa-se apenas discreto e aparente aumento na area da bainha de mielina,

em relagcéo ao G5.
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Figura 42: Cortes histolégicos representativos dos segmentos de nervos N7 dos grupos G5 e G7.
Coloragéo por tetroxido de 6smio e azul de toluidina.
Microscopia 6ptica com aumento de 400x.
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Com relagd@o aos segmentos de nervos N2 (regido da neurorrafia término-
terminal), N4 (referente ao “T” da neurorrafia término-lateral do primeiro enxerto) e
N6 (referente ao “T” da neurorrafia término-lateral do segundo enxerto), ndo foram
obtidos cortes histologicos inteiros, impossibilitando desta forma a visualizacao e

analise das fibras de nervos.
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DISCUSSAO

A escolha do animal de experimentacdo deve ter como base as
caracteristicas e ou as necessidades da pesquisa a ser realizada, seguindo os
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) os quais se apoOiam na sensibilidade, bom
senso e boa ciéncia (Schnaider & Souza, 2003).

A utlizacdo de diversas espécies de animais para a pesquisa de
regeneracdo de nervos é relatada na literatura, como por exemplo, o uso de
coelhos (Cramer & Essen, 1995), gatos (Moldovan et al., 2006), cdes (Sundine et
al., 2003), camundongos (Myckatyn et al., 2004), ratos (Viterbo, 1992; Bertelli et
al., 2006) e primatas (Mackinnon & Dellon, 1990; Mennen, 1998).

Neste trabalho foi utilizado o rato como animal de experimentagéo por ser
um modelo freqiientemente encontrado em diversos trabalhos envolvendo leséo,
reparagdo e regeneracdo de nervos periféricos (Mackinnon et al., 1985; Cederna
et al.2001). Em adicao, € animal resistente, de facil manipulacdo e que apresenta
baixo custo de manutencado (Viterbo, 1992a; Viterbo et al. 1994a; Bertelli et al.,
1996).

A opgéao por animais do sexo masculino ocorreu no sentido de se eliminar
algumas variaveis que pudessem interferir com os resultados finais. As fémeas
apresentam variagdes dos ritmos hormonais, em decorréncia do ciclo estral
feminino, com conseqiente agdo dos horménios adenohipofisarios e hormonios
gonodais, como o estrogeno e a progesterona (Lincoln, 1980; Carandente et al.,

1989).
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Com o avango da idade, a qualidade e velocidade da regeneracéo tecidual
(Fawcett, 1992, Vaughan, 1992), assim como a liberacéo de fatores neurotréficos
(Andrews, 1996) sdo prejudicadas. Devido a estes fatores, foram utilizados
animais jovens.

Devido a alta variabilidade de resultados encontrados em pesquisas de
regeneragao de nervos, e considerando que alguns animais podem evoluir para
Obito durante experimentos de longa duracdo (Nahas & Ferreira, 2005), optou-se
por utilizar 20 animais em cada grupo experimental, niUmero correspondente ao
dobro de animais proposto por Sébille (1981).

O modelo experimental utilizado neste trabalho foi o proposto por Viterbo
(1992a), para estudos de neurorrafia término-lateral. Os nervos fibular comum e
tibial sdo de facil acesso, apresentam-se anatomicamente proximos e inervam
musculos distintos. O musculo tibial cranial, inervado apenas pelo nervo fibular
comum, também é de facil acesso, superficial, palpavel e ndo sofre a atuacéo de
inervacdes secundarias.

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados sob microscopio
cirdrgico. A introducdo deste equipamento nos procedimentos de neurorrafias foi
realizada por Smith em 1964 e, desde entdo, a sua utilizacdo € recomendada
para aumentar a precisdo do ato cirdrgico e consequentemente, diminuir o trauma
operatério, o que possibilita melhor recuperagéo funcional (Ferreira et al., 1974;
Terzis, 1979; Millesi, 1990).

O anestésico utilizado em todos os procedimentos cirlrgicos e também
para o sacrificio dos animais foi o pentobarbital de sédio. Este anestésico €

utilizado em diversos trabalhos de regeneragédo de nervos, apresenta baixo custo
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e poténcia adequada para os procedimentos (Reis et al.,, 1998; Wang, 1999;
Oliveira et al., 2000; Stipp, 2008).

Elegeu-se aleatoriamente o membro pélvico direito dos animais para os
estudos de reinervacdo. O procedimento cirdrgico inicial, realizado em todos os
grupos, consistiu na exposicdo da area anatdomica de interesse do lado esquerdo
e direito e remocao do enxerto de ambos os lados. A intervencao cirdrgica no lado
esquerdo foi realizada apenas para a coleta do segmento de nervo sural, o qual
foi utilizado posteriormente como o enxerto. ApGs a remogdo dos segmentos para
enxertos, determinou-se por sorteio a qual grupo experimental pertenceria o
animal em questéo, evitando desta forma tendenciosidade (Berkuo et al., 1981).

Para os enxertos, foi utilizado o nervo cutaneo caudal da sura. Por este ser
um nervo predominantemente sensitivo (Swett et al., 1991), a sua remogéo néo
teria influéncia nas andlises de recuperagédo funcional no membro posterior do
animal. Em adi¢cdo, € o nervo mais utilizado em estudos experimentais de
enxertos autogénicos, para regeneracdo de nervos (Millesi, 1982), sendo o
enxerto autélogo uma boa opcado para o tratamento de perda de tecido nervoso
com espago intersegmentar longo (Watchmaker & MacKinnon, 1997; Battiston et
al., 2000).

A extensdo dos enxertos utilizados neste trabalho correspondeu a trés
centimetros. Este comprimento foi escolhido para evitar a tensdo na regido da
sutura entre o nervo doador e o enxerto, e entre 0 enxerto e o musculo alvo, o que
poderia prejudicar a regeneracéo tecidual (Fortes et al, 1999; Ferreira et al, 1974;
Sunderland, 1978; Watchmaker & Mackinnon, 1997). Em trabalho experimental
com ratos, Goheen-Robillard et al.(2002) utilizaram enxerto de nervo longo, com

oito centimetros, suturado com neurorrafia término-lateral entre o nervo tibial
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intacto e o nervo tibial contralateral, e observaram regeneragdo através do
enxerto. Segundo Jenqg & Coggeshall (1987), o tamanho do enxerto autélogo néao
influencia a qualidade da regeneragéo.

O modelo experimental desenvolvido por Viterbo (1992a), e também
utilizado por Viterbo et al. (1992b; 1994b; 1994c), utiliza-se de enxerto de nervo
autologo fresco, o qual é fixado a face lateral de um nervo intacto com e sem
janela epineural, através de trés pontos simples com fio de néilon monofilamentar
10-0.

Este procedimento foi seguido neste trabalho, utilizando-se de enxerto
autélogo, longo, preservando a orientacdo das fibras axoniais. Entretanto, a
polaridade das fibras axoniais permaneceu invertida, uma vez que 0 nervo
cutdneo caudal da sura é predominantemente sensitivo, sendo que sua
polaridade se dé& de distal para proximal. O coto proximal do enxerto foi suturado
na face lateral do nervo doador, seguindo um angulo de 90° entre o enxerto e 0
nervo doador. O coto distal do enxerto foi posteriormente introduzido no musculo
tibial cranial direito, com aproximadamente um milimetro de profundidade, e
suturado a fascia muscular com um ponto simples, evitando-se assim seu
deslocamento (Papalia et al., 2001). Em estudo experimental com ratos,
Sotereanos et al. (1992) inverteram a polaridade de um segmento de nervo ciatico
e compararam com reparo do mesmo nervo na posi¢do normal e concluiram que
a inversdo da polaridade n&o influenciou a recuperagdo final da fungéo.
Nakatsuka et al. (2002), baseados em avaliagBes eletrofisiologicas e histologicas,
também relataram que a orientacdo das fibras axoniais do enxerto ndo influencia

no resultado final da regeneragéo, apos seis meses de recuperagao.



105
Discussao

A utilizagdo de sutura com trés pontos simples de fio monofilamentar de
nailon 10-0 também foi relatada por Mackinnon (1989) e por Lundborg et al.
(1994). A utilizagdo de dois pontos (Caplan et al., 1999) ou de quatro pontos
(Lundborg et al., 1994b; Goheen-Robillard et al., 2002) também é encontrada na
literatura. Segundo Rappeti & Pippi (2000), o fio monofilamentar de néilon induz a
menor reagao tecidual, quando comparado aos fios de seda e categute cromado.
Para reduzir o risco de lesdo nao intencional nos axénios do nervo doador, no
momento da sutura, foi utilizado o fio com calibre 10-0 (Braun, 1982).

Com relagédo a preservacdo ou ndo do epineuro no nervo doador, neste
trabalho realizamos a neurorrafia término-lateral sem remocao de janela epineural
no nervo doador, uma vez que Viterbo et al. (1992b; 1994c) realizaram a
neurorrafia término-lateral com e sem remoc¢éo de janela epineural, e observaram
que a preservagdo do epineuro ndo impede o crescimento axonial do nervo
doador para 0 nervo receptor.

Segundo Reis et al. (1998), apés 12 semanas, ja € possivel encontrar
fiboras de nervos em regeneragdo, dentro de um enxerto. De acordo com
Mackinnon (1989) e Viterbo et al. (1992, 1994a, 1998), o resultado de uma
neurorrafia estabiliza-se a partir dos seis meses de pds-operatério. Na literatura
hé trabalhos em que o tempo de acompanhamento pds-operatério varia de sete
dias (Matsumoto et al., 1999) até 15 meses (Rab et al., 2002). Em todos os
tempos de pds-operatorio, ha relatos de reinervagcdo muscular. Decidiu-se, neste
trabalho, por um tempo de observacao pds-operatério de seis meses.

Foram criados sete grupos experimentais no sentido de elucidar os

objetivos propostos.
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No grupo G1, controle de normalidade, realizou-se a exposi¢cdo da regiao
anatdmica de interesse, a qual correspondeu ao nervo ciatico, nervo cutaneo
caudal da sura, nervo tibial e nervo fibular comum, assim como do musculo tibial
cranial. Neste grupo néao foi realizado nenhum procedimento adicional, sendo este
grupo utilizado para posterior comparagao dos tratamentos com os resultados de
normalidade.

No grupo G2, controle de desnervagao, realizou-se a sec¢do do nervo
fibular comum, induzindo a desnervacdo do musculo tibial cranial direito, o qual
correspondeu ao 6rgédo alvo desnervado, sendo este muasculo a fonte de estudo
para avaliar a regeneracdo e recuperagdo funcional apds os procedimentos
cirrgicos de reinervagdo. Assim, este grupo serviu para comparacao e avaliacao
dos resultados obtidos com os tratamentos nos demais grupos.

Desta forma, estes dois grupos, G1 e G2, serviram para comparagao com
os tratamentos realizados nos grupos seguintes, avaliando os resultados obtidos,
e se estes resultados aproximam-se do controle de normalidade ou do controle de
desnervacao.

O grupo G3 consistiu de apenas uma neurorrafia término-terminal no nervo
fibular. A neurorrafia término-terminal € um procedimento j& estabelecido na
literatura como de escolha, quando possivel, para o reparo priméario de lesdes de
nervos. Deste modo, o grupo G3 serviu de compara¢géo com 0S grupos em que se
realizou a associagdo de outros procedimentos cirlrgicos para a regeneragao e
recuperacao funcional do 6rgédo alvo desnervado.

O grupo G4 consistiu-se de uma neurorrafia término-terminal no nervo

fibular e, em adicdo, um enxerto de nervo unindo a face lateral do nervo tibial
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intacto ao musculo tibial cranial, mediante neurotizacdo muscular direta. Deste
modo, se obteve duas vias para a oferta de axdnios em regeneragao.

O grupo G5 foi submetido aos mesmos procedimentos do grupo G4, porém
com a adicdo de um segundo enxerto entre o0 nervo tibial intacto e o masculo tibial
cranial, distal ao primeiro enxerto. Assim, neste grupo a oferta de axénios em
regeneracao foi através de trés vias.

A comparagdo entre esses trés grupos, ou seja, G3, G4 e G5, foi para
elucidar se, a somatdria de procedimentos cirdrgicos poderiam aumentar ou
prejudicar a taxa de regeneragéo e recuperacdo funcional do 6rgédo desnervado,
alcancada apenas com a neurorrafia término-terminal.

No grupo G6 ndo foi realizada a neurorrafia término-terminal no nervo
fibular. O nervo fibular foi seccionado e curvado, mantendo a desnervacédo do
musculo tibial cranial. Imediatamente apds a seccao do nervo fibular, foi realizado
0 enxerto de nervo entre o nervo tibial intacto e o musculo tibial cranial
desnervado, para posterior reinervacdo do musculo desnervado, via enxerto de
nervo com neurorrafia término-lateral e neurotizacdo muscular direta. Deste
modo, o grupo G6 teve apenas uma via de oferta de ax6nios em regeneragéao,
para o processo de reinervagao.

No grupo G7 foram realizados os mesmos procedimentos do grupo G6, e
em adi¢éo, foi realizado um segundo enxerto entre o nervo tibial e o musculo tibial
cranial. Assim, neste grupo houve duas fontes de oferta de axbnios em
regeneracgao.

O grupo G6 foi criado para comparar o enxerto de nervo, via neurorrafia
término-lateral e neurotizagdo muscular direta, a neurorrafia término-terminal, pois

em alguns casos nao se dispdem tanto do coto proximal como do coto distal do
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nervo lesionado. O grupo G7 serviu para observar se a somatoria de dois
enxertos poderia aumentar a taxa de regeneragcdo e recuperagdo funcional
alcancada com apenas um enxerto.

Os cotos do nervo fibular comum, seccionados e ndo submetidos a
neurorrafia término-terminal foram curvados e inseridos na musculatura adjacente
com o objetivo de evitar regeneragcdo espontéanea e conseqiiente reinervagao
muscular (Frey et al., 1982).

A avaliacdo dos resultados foi realizada a partir de dois métodos de andlise
funcional, avaliagdo da marcha e teste eletrofisiologico, avaliacdo da massa do
musculo tibial cranial e analises morfométricas e morfolégicas do musculo tibial
cranial direito e de segmentos de nervos N1, N3, N5 e N7, correspondentes as
regibes submetidas aos tratamentos cirdrgicos. Segundo Varejdo et al. (2001), em
trabalhos experimentais, a possibilidade de avaliagdo quantitativa da recuperagao

funcional apés lesdo de nervos, € fundamental para a analise dos resultados.

5.1. Andlise da massa corporal

A avaliacdo da massa inicial dos animais é fundamental em estudos que
envolvam procedimentos cirargicos e, especificamente, em trabalhos que avaliam
massa muscular. Segundo Viterbo et al. (1992, 1993a, 1994a), a massa do
musculo tibial cranial correlaciona-se diretamente com a massa do animal.

Neste trabalho, a massa dos animais foi semelhante em todos 0s grupos,
demonstrando homogeneidade nas amostras, como sugerido por Vieira & Hossne
(2001). Apds seis meses de poés-operatdrio, houve aumento significativo da
massa dos animais em todos os grupos, demonstrando que o procedimento

cirirgico ndo afetou o desenvolvimento normal dos animais. Em adigdo, entre os
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grupos, ndo houve diferencga significativa com relagdo a massa final dos animais,
confirmando a homogeneidade das amostras e a padronizagcdo das condigbes

ambientais e do tempo de pds-operatorio.

5.2. Analise da marcha

O calculo do indice da condicéo funcional do nervo ciatico (IFC) avalia a
marcha dos animais. Este teste baseia-se no padrdo da caminhada dos animais,
sendo expresso como porcentagem da perda da fungcéo normal (De Medinaceli et
al., 1982). E considerado um teste de baixo custo e de facil aplicagdo (Monte-
Raso et al., 2008).

O indice da condicdo funcional do nervo cidtico é baseado em quatro
variaveis. A TOF, ou seja, a distancia entre os dedos da pata experimental e os
dedos da pata normal a frente, que mede a capacidade da pata experimental em
suportar 0 peso do animal; a PL, distancia entre o calcanhar e os dedos da
mesma pata, a qual € curta em animais normais, pois eles caminham sobre os
dedos; a TS, distancia entre o primeiro e o quinto dedos e a IT, distancia entre o
segundo e o quarto dedos. Todas estas varidveis também indicam as condi¢des
do nervo fibular (De Medinaceli et al. 1982).

Goheen-Robillard et al. (2002), avaliaram o déficit muscular apds unirem o
nervo tibial intacto ao nervo tibial contralateral seccionado, através de enxerto
longo, com neurorrafia término-lateral. Segundo esses autores, o indice funcional
do nervo cidtico ndo foi eficaz para demonstrar qualquer evidéncia de leséo
funcional no nervo doador, uma vez que nao foi suficiente para detectar pequenas

alteragdes funcionais.
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Em trabalho experimental com ratos, Maeda et al. (1999) avaliaram os
efeitos da tensdo no sitio da sutura, sobre a recuperagdo funcional apds
neurorrafia. Esses autores seccionaram 0 nervo ciatico e, posteriormente,
realizaram reparo por neurorrafia término-terminal, sem tensdo. Em outro grupo, a
neurorrafia foi realizada sob tenséo e no terceiro grupo, realizaram enxerto de
nervo entre os cotos proximal e distal do nervo seccionado. Desta forma, o
controle foi o grupo da neurorrafia término-terminal sem tensdo. A andlise do
indice funcional do ciatico evidenciou melhor recupera¢éo no grupo submetido a
neurorrafia término-terminal sem tensdo, quando comparado com o grupo do
enxerto. O grupo submetido a tensdo apresentou a menor recuperacao funcional.

Segundo De Medinaceli et al. (1982), o IFC com porcentagem proxima de
zero (x 11%) indica a fungdo normal, enquanto a perda da fungédo apresenta-se
como -100%, resultante da transeccéo total do nervo. Neste trabalho, o grupo G1
(normal) apresentou um IFC préximo de zero, confirmando o controle de
normalidade, enquanto o grupo G2 (desnervado) apresentou IFC de -118%,
confirmando a desnervagdo do musculo tibial cranial direito.

Os grupos G1 (normal) e G2 (desnervado) corroboram os relatos de De
Medinaceli et al. (1982), e sao utilizados neste trabalho para comparacdo com os
demais grupos, no sentido de avaliar a recuperacéo funcional dos animais.

Os grupos G3, G4 e G5, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e
também n&o diferiram significativamente do grupo G1 (normal). Estes dados
demonstram que a neurorrafia término-terminal (G3) promoveu recuperacao
funcional, ao nivel do controle de normalidade, e que os enxertos nos grupos G4
e G5, associados a neurorrafia término-terminal, ndo modificaram o indice de

recuperacdo funcional alcancado no grupo G3. Desta forma, a realizagdo dos
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enxertos também ndo prejudicou a recuperacdo funcional obtida apenas com o
procedimento de neurorrafia término-terminal (G3).

O grupo G7, no qual foram realizados dois enxertos, sem a neurorrafia
término-terminal, apresentou perda da fungdo normal, diferindo significativamente
dos grupos G1 (normal), G3, G4 e G5. Entretanto, o grupo G7 foi diferente
significativamente dos grupos G2 (desnervado) e G6.

Estes dados demonstram melhor recuperacé&o funcional com a utilizagéo de
dois enxertos, sem neurorrafia término-terminal, quando comparados com a
utilizac&o de apenas um enxerto (grupo G6).

O grupo G6, no qual se realizou apenas um enxerto, ndo diferiu do grupo
G2 (desnervado), demonstrando recuperacéo funcional prejudicada.

Neste modelo experimental, a avaliacdo do indice funcional do nervo
cidtico (De Medinaceli et al.,, 1982) é inadequada para avaliar a neurorrafia
término-lateral com neurotizacdo muscular direta. Isto se deve ao fato do teste ser
utilizado para avaliacdo da recuperagdo dos nervos tibial e fibular, quando
seccionados, porém tendo seus cotos, proximal e distal, novamente unidos,
mantendo assim o padrdo de contracdo muscular e conseqientemente da
caminhada.

Sendo o musculo gastrocnémio, musculo flexor inervado pelo nervo tibial e
o masculo tibial cranial, musculo extensor inervado pelo nervo fibular, estes
nervos transmitem informacdes neuronais antagonicas. Sendo assim, neste
modelo o enxerto entre 0 nervo tibial e o musculo tibial cranial, alteraria o padréo
de inervacdo do mdasculo tibial cranial, pois este musculo passaria a receber

informagdes do nervo tibial, o qual transmite informacdes para flexdo muscular.
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Teoricamente esta inversdo de inervagdo poderia alterar os resultados do indice
funcional do citico.

Entretanto, apesar deste fato, alguns grupos (G4, G5 e G7) apresentaram
resultados positivos, levando-nos a atribuir estes resultados a possivel
neuroplasticidade cerebral, ou seja, neurdnios do sistema nervoso central
cumprindo outras fungbes. Desta forma, aproveitando-se de vias periféricas,
manteriam o padrédo de contracdo dos distintos musculos, ou seja, 0 musculo tibial
cranial com padréo extensor e o musculo gastrocnémio com padréo flexor, apesar

da informagé&o neuronal ser transmitida por vias antagonicas.

4.3. Analise eletrofisiolégica

A avaliacdo eletrofisiologica fornece dados de laténcia e amplitude.
Segundo Robinson & Snyder-Mackler (2001), a laténcia corresponde aos dados
relacionados a conducgdo do impulso nervoso, enquanto a amplitude representa o
namero de fibras musculares que respondem ao estimulo elétrico.

Nos testes eletrofisiologicos, realizados neste trabalho, foram utilizados
eletrodos de captacdo com agulha. Este tipo de eletrodo € preferivel para o
registro do potencial de acdo motor composto de pequenos musculos e musculos
atréficos, uma vez que a interferéncia dos muasculos vizinhos é menos visivel
(Kimura, 1987).

Com relagéo a laténcia, ndo houve diferenga significativa entres os grupos
G1 (normal), G3, G4, G5 e G7. Entretanto esses grupos apresentaram laténcia
significativamente menor quando comparados com os grupos G2 (desnervado) e
G6. Em adicdo, o grupo G6 apresentou laténcia significativamente menor que o

grupo G2 (desnervagao), no qual a laténcia tendeu ao infinito.
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Com relagdo a amplitude, os grupos G3, G4, G5 e G7 ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. Porém, quando comparados com o grupo G1
(normal), apresentaram diminuigao significativa da amplitude.

Nos grupos G1 (normal), G3, G4, G5 e G7, foram observados dados de
amplitude significativamente maiores que nos grupos G6 e G2 (desnervado).
Entretanto, no grupo G6 houve diminuicdo da amplitude, nao diferindo
significativamente do grupo G2 (desnervado).

No grupo G2 foi observado aumento da laténcia, tendendo ao infinito e
auséncia de resposta referente a amplitude. Esta auséncia de resposta referente
a amplitude indica que a maioria das fibras ndo estd conduzindo o impulso
nervoso (Kimura, 1987), confirmando a secg¢do do nervo fibular comum com
consequente desnervacdo do musculo tibial cranial.

Entretanto, o grupo G6 alcangou uma laténcia média de 2,60 + 0,9 ms,
sendo significativamente diferente do grupo G2. Porém, a amplitude de 1,6 + 0,3
mV nd&o diferiu significativamente do grupo G2. Apesar da presenca de resposta
referente & amplitude, no grupo G6, o teste estatistico ndo detectou diferenca
significativa.

Neste trabalho foi observado apds seis meses do processo de reparo,
amplitude de 13,5 = 6,1 mV no grupo G3 e de 10,6 = 3,2 mV no grupo G7. Estes
resultados corroboram os de Yan et al. (2002b). Estes autores realizaram a
seccédo do nervo fibular comum e através de neurorrafia término-lateral, suturaram
o coto distal do nervo seccionado a face lateral do nervo tibial, em um angulo de
90°, obtendo apds um periodo de 11 meses, amplitude de 10,8 + 5,3 mV.

O aumento significativo da amplitude detectada nos grupos G3, G4, G5 e

G7, assim como uma laténcia significativamente menor, quando comparados com



114
Discussao

0 grupo G2 (desnervado), evidencia reinervacdo muscular no musculo tibial
cranial, apés os processos de reparo de nervos, demonstrando a condugéo
nervosa através da neurorrafia término-terminal, como também através dos
enxertos com neurorrafia término-lateral e neurotizagdo muscular direta (G7).

Em adi¢cdo, os enxertos entre o nervo tibial e o musculo tibial cranial (G4 e
G5), ndo afetaram o processo de regeneragao das fibras obtido com a neurorrafia

término-terminal (G3).

5.4. Andlise do musculo tibial cranial

5.4.1 Massa do musculo tibial cranial

Com relagcdo & massa do musculo tibial cranial direito (MTCD), o maior
valor médio foi encontrado no grupo G1 e o menor valor no grupo G2,
respectivamente controles de normalidade e desnervagéo, resultado que era
esperado. Os dados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos G3, G4 e G5. Quando comparados com o grupo G1 (normal),
apresentaram diminuigdo significativa da massa do MTCD. Entretanto, a
comparagao destes grupos (G3, G4 e G5) com o grupo G2 (desnervado),
demonstrou aumento significativo da massa do MTCD.

Os grupos G6 e G7 nao apresentaram diferenca significativa entre si.
Comprados com o grupo G2 (desnervado), houve um aumento significativo da
massa. Entretanto, os grupos G6 e G7 apresentaram média da massa do MTCD
significativamente menor, quando comparados com os grupos G1 (normal), G3,

G4 e G5.
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Viterbo et al. (1998) compararam a neurorrafia término-lateral com e sem
epineuro no nervo doador. Nos animais submetidos & neurorrafia término-lateral
com epineuro, a meédia da massa do MTC foi de 0,45 (+0,15) g, enquanto nos
animais submetidos a neurorrafia término-lateral sem epineuro foi de 0,47 (+ 0,18)
g. No presente trabalho, os grupos G6 (0,367 + 0,03 g) e G7 (0,371 + 0,03 g),
referentes aos enxertos com neurorrafia término-lateral com epineuro e
neurotizacdo muscular direta apresentaram massa muscular inferior aquela
encontrada por Viterbo et al. (1998). Provavelmente a neurotizagdo msucular
direta com dois enxetos ndo se equipara a neurorrafia término-lateral, como
descrita por estes autores. Talvez a utlizagdo de mais enxertos poderiam
aumentar a regeneracdo axonial e consequentemente a massa do musculo
desnervado.

Em adicéo, os grupos G3 (0,750 £ 0,03 g), G4 (0,753 + 0,04 g) e G5 (0,752
+ 0,04 g) submetidos & neurorrafia término-terminal associada ou ndo aos
enxertos, apresentaram massa superior as encontradas por Viterbo et al. (1998).
Porém, em alguns casos ndo estdo presentes o coto proximal e ou distal,
impossibilitando a realizagcao da neurorrafia término-terminal.

Papalia et al. (2001), em estudo com ratos, seccionaram o nervo fibular,
removendo um segmento deste nervo, o qual foi posteriormente utilizado como
enxerto. Desta forma, promoveram a desnervacdo do musculo tibial cranial.
Imediatamente ap0s a remoc¢do do enxerto, o coto proximal deste foi suturado a
face lateral do nervo tibial intacto, através de neurorrafia término-lateral sem
janela epineural. O coto distal deste enxerto foi inserido no MTCD perfazendo a
neurotizagcdo muscular direta. Este grupo foi denominado de grupo 1. O grupo 2

foi o controle de desnervagdo e o grupo 3, controle de normalidade. Segundo
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estes autores, o musculo tibial cranial do grupo 1 apresentou média de 0,21 +
0,02 g (35,6%), no grupo 2 a média foi de 0,09 + 0,02 g (15,9%) e no grupo 3 foi
de 0,59 + 0,02g (100%).

Em nosso trabalho, a massa do MTCD do grupo desnervado (G2) foi de
0,16 =+ 0,02 g (18,1%), do grupo G6 a massa do MTC foi de 0,36 + 0,03 g (40,9%),
no grupo G7 foi de 0,37 + 0,03 g (43%) e no grupo G1 (normal) foi de 0,95 * 0,02
g (100%). Na avaliagdo em porcentagem, os grupos G6 e G7, apresentam
massas maiores que as encontradas por Papalia et al. (2001).

Os dados referentes & massa do musculo tibial cranial demonstram que os
tratamentos realizados nos grupos G3, G4 e G5, assim como nos grupos G6 e
G7, foram eficazes em reduzir atrofia do musculo tibial cranial, como a encontrada

no grupo G2 (desnervado).

5.4.2 Andlise morfométrica do masculo tibial cranial

Avaliacdo morfométrica do mudsculo tibial cranial direito, o grupo G2
(desnervado) apresentou menor area da fibra muscular e menor didmetro das
fibras musculares, quando comparado aos demais grupos, evidenciando assim a
atrofia muscular poés-seccdo do nervo fibular comum e confirmando a
desnervacdo do musculo tibial cranial.

Os grupos G3, G4 e G5 nao apresentaram diferencas entre si, nos
parametros avaliados (area e didmetro minimo das fibras musculares) e em
adicdo, apresentaram area e didmetro minimo significativamente maior que o
grupo G2 (desnervado), confirmando a reinervacdo muscular pds- tratamentos
cirirgicos e corroborando os resultados encontrados nos testes funcionais

(avaliacdo da marcha e testes eletrofisiol6gicos) e na massa do musculo tibial
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cranial direito. Quando comparados com o grupo G1 (normal), os grupos G3, G4 e
G5 néo apresentaram diferengas significativas.

O grupo G7, quando comparado com os grupos G1 (normal), G3, G4 e G5,
ndo diferiu significativamente destes. Dado este, extremamente interessante pelo
fato da realizacdo de dois enxertos entre o nervo tibial e o musculo tibial cranial
serem suficientes em reduzir a atrofia muscular. Deve-se considerar neste caso a
facilidade técnica para a realizagdo de dois enxertos, quando comparados com a
realizacdo da neurorrafia término-terminal.

O grupo G6 apresentou area e didmetro minimo das fibras musculares
significativamente menores que as dos grupos G1, G3, G4, G5 e G7, entretanto
0os parametros foram significativamente maiores que os do grupo G2
(desnervado). Estes dados demonstram a reinervagdo em G6, embora tenha
ocorrido atrofia, uma vez que se apresentam significativamente menores que 0s
dados do grupo G1 (normal).

Apesar da massa do musculo tibial cranial ndo ser diferente entre os
grupos G6 e G7, a morfometria evidenciou atrofia muscular do grupo G6 quando
comparado ao G7, demonstrando melhor regeneragcdo com a associagao de dois
enxertos quando comparados com apenas um enxerto.

Em estudo experimental, Viterbo et al. (1994a) avaliaram o musculo tibial
cranial apés neurorrafia término-lateral e encontraram na andlise morfométrica
diametro minimo das fibras musculares de 37,45 (+5,92) um quando o lado
contralateral era normal e de 36,34 (x8,00) um quando o lado contralateral era
desnervado.

Neste estudo, encontramos didmetro minimo de 37,15 (£2,1) um no grupo

G6, o qual foi submetido a apenas um enxerto, corroborando os dados de Viterbo
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et al. (1994a). No grupo G7, o qual foi submetido a dois enxertos, encontramos
diametro minimo de 45,29 (2, 4) um, sendo observado aumento no diametro
minimo das fibras musculares, demonstrando melhor regeneragdo quando da
utilizacdo de dois enxertos.

Os resultados da analise morfométrica das fibras musculares foram
semelhantes com relagdo a area da fibra muscular e ao didmetro da fibra
muscular, mostrando que provavelmente ndo houve inclinagdo no momento dos

cortes das pecas histoldgicas.

5.4.3 Andlise morfoldgica do musculo tibial cranial

A avaliagdo morfolégica dos musculos referentes ao grupo G1 (normal)
demonstrou aspecto histoldgico com caracteristicas de normalidade (Junqueira &
Carneiro, 1999), enquanto no grupo G2, os achados morfolégicos apresentaram-
se com caracteristicas de musculo desnervado (Viterbo, 1992a).

Estes achados demonstraram que os grupos foram adequados como
controles de normalidade (G1) e de desnervagéo (G2).

A morfologia das fibras do musculo tibial cranial mostrou semelhancas
entre os grupos G1, G3, G4, G5 e G7, com relacao a forma e tamanho das fibras
musculares, comprovando os resultados obtidos na morfometria das fibras
musculares. Nestes grupos, G3, G4, G5 e G7, os resultados de morfometria e
morfologia demonstraram auséncia de atrofia muscular, sugerindo que o0s
tratamentos realizados foram eficazes em manter o trofismo muscular.

O grupo G6 apresentou fibras musculares com menor diametro e um
aumento na quantidade de tecido conjuntivo, demonstrando atrofia muscular.

Porém, o grupo G2 apresentou as menores fibras musculares, alto grau de
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polimorfismo e desorganizagdo, assim como elevada quantidade de tecido
conjuntivo, confirmando a severa atrofia muscular.

Estes dados demonstraram atrofia muscular discreta no grupo G6, porém a
reinervagao via enxerto ndo permitiu atrofia severa, como observado no grupo G2.

Papalia et al. (2001), realizaram a avaliagdo da circunferéncia do musculo
tibial cranial inteiro, apresentando os dados como aspectos morfolégicos. Com
relacdo a estes aspectos do musculo tibial cranial, relataram terem encontrado no
grupo submetido ao enxerto, musculos com o dobro da largura dos musculos do
grupo desnervado. Quando na comparacdo com o controle de normalidade,
relataram que os musculos apresentaram-se com dois tercos da largura dos
musculos do grupo normal. Estes autores néo realizaram estudos histologicos de

morfometria.

5.5. Andlise dos segmentos de nervos N1, N3, N5 e N7

Os segmentos de nervos N1 (nervo fibular proximal & NTT), N3 (nervo
fibular distal a NTT), N5 (enxerto de nervo distal & 12 NTL) e N7 (enxerto de nervo
distal & 22 NTL) foram coletados e apds a preparacdo das laminas histoldgicas,
foram analisados os seguintes parametros: densidade axonial, area dos axénios,
didmetro minimo dos axénios e area da bainha de mielina.

As fibras de segmentos de nervos foram alvo de andlise por alguns
autores, através de estudos morfométricos relacionados ao diametro das fibras e
contagem ou densidade das fibras (Viterbo et al., 1994b; Noah et al., 1997a;
Viterbo et al., 1998; Giovanoli et al, 2000; Hayashi et al., 2004).

A avaliacdo morfométrica de nervos e enxertos em regeneracdo fornece

informacdes relevantes sobre o estado funcional dos neurdnios e das células
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associadas a eles (McCallister et al, 1999; Schultes et al., 2001). Segundo Dellon
& Mackinnon (1989), os dados referentes a densidade axonial e ao didmetro da
fibra de nervo sdo parametros apropriados para a avaliagdo dos brotamentos e da
maturacdo axonial, sendo essas informagbes relevantes na avaliacdo dos
processos degenerativos e regenerativos do sistema nervoso periférico (Fields et
al., 1989).

Segundo De S4 et al. (2004), a medida do di@metro minimo € o parametro
mais confidvel para avaliacdo da regeneragdo de nervos periféricos. Estes dados
sdo corroborados por Roméo et al. (2007), uma vez que estes autores relatam
que a avaliacdo do didmetro minimo oferece maior confiabilidade dos dados do
que a medida de area ou de didmetro maximo, pois o didmetro minimo néo sofre
alteracdo com a inclinacdo da lAmina durante o corte histologico. A inclinagéo da
lamina, no momento do corte, pode promover inclinacdo nas fibras induzindo

aumento no didmetro maximo ou na area.

5.5.1 Andlise do segmento de nervo N1

O segmento de nervo N1 corresponde a regido do nervo fibular proximal a
NTT (G3, G4 e G5) ou proximal a secgao do nervo fibular (G2, G6 e G7). No
grupo G1 (normal) o segmento foi retirado na altura que seria feita a secgao deste
nervo, servindo como controle de normalidade de um nervo integro.

A densidade axonial foi significativamente menor no grupo G1, quando
comparado aos demais grupos. Os grupos G2, G6 e G7 nao apresentaram
diferencas significativas entre si. Porém apresentaram uma densidade

significativamente menor quando comparados com os grupos G3, G4 e G5.
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Na literatura ndo ha relatos comparando, histologicamente, a regido de
nervo periférico proximal & neurorrafia término-terminal, com a regido do mesmo
nervo sem secgéo e ou procedimento de reparo (neurorrafia e/ou enxerto). Deste
modo, as diferengcas encontradas neste estudo, demonstram alteracdes
retrébgradas no segmento proximal do nervo submetido & neurorrafia término-
terminal.

Assim o0 aumento da densidade axonial, visto nos grupos G3, G4 e G5,
pode ter ocorrido devido ao brotamento axonial, apds a seccao e reparo cirargico
por NTT no nervo fibular.

ApoOs a lesdo do nervo, inicia-se um processo de degradagdo axonial,
destruicdo da bainha de mielina, diferenciacdo e proliferacdo das células de
Schawnn e invasdo do sitio da injaria por macréfagos, com conseqiente
producdo de fatores neurotroficos, os quais exercem papel importante na
regeneragao de nervos, estimulando e guiando o brotamento axonial (Martini R,
1994; Bruck W, 1997; Hall S, 2001). Segundo Junqueira & Carneiro (1999), apos
a lesdo ocorre no corpo celular do neurdnio o inicio da cromatdlise, o que leva o
neurdnio a interromper a fungéo de transmisséo de impulsos nervosos, passando
a desenvolver a funcdo de crescimento (Fu & Gordon, 1997).

De acordo com Weiss & Taylor (1994) e Yuksel et al. (1999) o 6rgéo alvo
exerce significativa influéncia sobre os axonios em regeneracdo. Esta condigéo,
chamada de especificidade tecidual (Lundborg et al., 1986; Mackinnon et al.,
1986) pode ter contribuido para a maior densidade axonial encontrada nos grupos
G3, G4 e G5 quando comparados com o0s grupos G2, G6 e G7. Nestes ultimos

grupos (G2, G6 e G7) a formagdo do neuroma pdés-seccdo do nervo pode ter
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estabilizado o brotamento dos axdnios, 0 que ndo ocorreu nos grupos G3, G4 e
G5.

Com relacdo a area axonial, bainha de mielina e diametro minimo dos
axonios, o grupo G1 apresentou dados significativamente maiores que os demais
grupos, exceto para o grupo G4. Estes dados n&o evidenciaram diferencas
significativas entre o grupo G1 e G4.

Os achados morfométricos podem ser confirmados pela analise
morfolégica. As imagens representativas dos segmentos N1 mostram aumento na
densidade axonial e diminuicdo do diametro das fibras nos demais grupos,

quando comparados com o grupo G1 (normal).

5.5.2 Andlise do segmento de nervo N3

O segmento de nervo N3 corresponde a regido do nervo fibular distal a
NTT (G3, G4 e G5) ou distal & sec¢ado do nervo fibular (G2, G6 e G7). No grupo
G1 (normal) nao foi coletado o segmento N3, uma vez que ndo foi realizada a
secc¢ao do nervo fibular.

Com relacdo a densidade axonial, area e didametro minimo do axénio e
bainha de mielina, ndo houve diferenca entre os grupos G2 (desnervado), G6 e
G7, como esperado. Entretanto, quando comparados com os demais grupos, 0s
dados demonstraram diminuigdo significativa em todos o0s parametros,
confirmando assim a secgdo do nervo fibular e a auséncia de reinervagao
espontanea do segmento distal.

Deste modo, o aumento na area e diametro minimo do axoénio e da area da

bainha de mielina, vistos nos grupos G3, G4 e G5, demonstrou que o brotamento
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axonial ultrapassou a neurorrafia término-terminal, promovendo a reinervacdo do
musculo tibial cranial.

Estes resultados morfométricos podem ser observados e comprovados
com a andlise morfologica. As imagens representativas dos segmentos de nervo
N3, nos grupos G2, G6 e G7, demonstram severa atrofia na regido p6s-sec¢do no
nervo fibular, com consequente auséncia de reinervagdo do coto distal. Nos
grupos G3, G4 e G5, observa-se a invasdo do coto distal por fibras de nervos
regeneradas, comprovando a reinervagdo do coto distal e corroborando a
recuperacdo funcional observada no musculo tibial cranial. As imagens do
segmento N3 em G3, G4 e G5 se assemelham as obtidas nos segmentos N1
destes mesmos grupos, novamente evidenciando a passagem das fibras de
nervos regeneradas atraves da NTT.

Nos parédmetros morfométricos avaliados, o grupo G3 mostrou-se sempre
superior ou igual aos grupos G4 e G5, demonstrando que 0s enxertos entre o
nervo tibial (NTL) e o musculo tibial cranial (NMD), associados a NTT no nervo
fibular, ndo prejudicaram o processo de regeneragdo através da NTT do grupo

G3.

5.5.3 Andlise do segmento de nervo N5

O segmento de nervo N5 corresponde a regido distal & neurorrafia término-
lateral do primeiro enxerto nos grupos G4, G5, G6 e G7. Os grupos G1 (normal),
G2 e G3 nao apresentam o segmento N5, uma vez que ndo foram realizados
enxertos nestes grupos.

Com relacdo a densidade axonial, os grupos G4 e G6 ndo apresentaram

diferencas estatisticas entre si. Entre os grupos G5 e G7, também néo foi
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detectada diferenga estatistica. Entretanto, os grupos G4 e G6, submetidos a
apenas um enxerto, apresentaram densidade axonial significativamente superior
aquela dos grupos G5 e G7, submetidos aos dois enxertos. Estes dados
demonstraram maior brotamento nos grupos G4 e G6, submetidos a apenas um
enxerto. Nos grupos G5 e G7, o segundo sitio de coaptacdo, ou seja, a segunda
NTL do segundo enxerto, distal a primeira NTL, realizada na mesma face do
nervo tibial, sequencialmente com apenas 10 mm de distancia entre elas, pode ter
sido responsavel pela diminuicdo da oferta de axdnios no segmento N5 nestes
grupos. Isto pode ter ocorrido devido a presenca de fatores neurotréficos, no
segundo sitio de coaptacdo, os quais também recrutaram axdnios para o
brotamento na segunda NTL, ax6nios estes oriundos da mesma face do nervo
doador.

Com relagdo ao didmetro minimo, ndo foi detectada diferenca significativa
entre os grupos G4, G5 e G6. Entretanto esses grupos apresentaram diametro
axonial menor que o grupo G7.

A analise morfologica das imagens representativas dos segmentos N5
demonstra maior densidade axonial para os grupos G5 e G7, quando comparados

aos grupos G4 e G6, porém os demais pardmetros apresentam-se semelhantes.

5.5.4 Andlise do segmento de nervo N7

O segmento de nervo N7 corresponde a regido distal a neurorrafia término-
lateral do segundo enxerto nos grupos G5 e G7. Os demais grupos nao
apresentam os segmentos N7.

Os grupos G5 e G7 nado apresentaram diferengas significativas nos

parametros densidade axonial, area e diametro minimo dos axonios,
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demonstrando que a regeneragdo axonial ocorreu nos dois enxertos, e 0
brotamento colateral do nervo tibial ultrapassou a regido da segunda neurorrafia
término-lateral, de modo semelhante.

Com base nestes dados, pode-se dizer que a realizagdo da neurorrafia
término-terminal no grupo G5 néo alterou o brotamento e a regeneragdo axonial
encontrada no segundo enxerto, quando comparado com o grupo G7, o qual foi
nao foi submetido & NTT.

Na andlise morfoldgica, a semelhanca das imagens representativas dos

segmentos N7 nos grupos G5 e G7 confirmam os dados referentes a morfometria.

5.6 Consideragdes sobre os resultados

A coletanea dos resultados, obtidos nos testes funcionais e nas analises
histomorfométricas, esta representada na tabela 18.

Nos testes funcionais, pode-se observar que os grupos G3, G4 e G5
demonstraram a ocorréncia de regeneragcdo e recuperacdo funcional apds os
procedimentos cirargicos de reparo. No teste de avaliagdo da marcha, esses
grupos apresentam o melhor indice de recuperacdo funcional. Segundo De
Medinaceli et al. (1982), um critério de suma importancia para a avaliagdo do
sucesso de técnicas de reparo de nervos é a avaliagdo funcional. Bain et al.
(1988) e Hare et al. (1992) também consideram a avaliacdo funcional um teste
relevante em trabalhos experimentais de regeneragéo de nervos. Segundo estes
autores, a quantificacdo da regeneracdo de nervos periféricos através de estudos
histolégicos, morfologicos e eletrofisioldgicos, ndo necessariamente se

correlacionam com a fungdo muscular normal.
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Tabela 18: Coletanea dos resultados de todas as analises.

Grupo Gl1 G2 G3 G4 GS Go6 G7
MI 184+162 1894222 1861092 1904182 1874132 201+20# 210+112
MF 504+ 51% | 513+46° | 5224328 | 512+43° [ 490+49% | 516+ 37" | 519 + 65
IFC 0,5%6,2¢ |-118,3+2.22 [ 10,4+8,28 | 7.5+6.4% | -7,3+7.6* |-122,3+2,6°| -89,3+12¢
LAT 1,7540,2¢ ot 1.89+0,72 | 1,84+0.7% | 1,85+£0.82 | 2.60+0.,9° | 2,1840,32

AMP 25.846.1 ot 13.546,1° | 12,9+2.9° | 13.8+4.6° 1,6+0,3" 10.6+3.2¢

MMTC 0,954 0.164 0,750 0,753 0,752 0,367 0.371

0,022 +0,02b +0,03¢ +0,04¢ +0,04 +0,03¢ +0,03¢

AFM 1666.84 559.61 1567.,09 1760.63 169298 1219.84 1609 46

+148.5 +54.8b +135.1# +175.68 +162,32 +137.9¢ +179,22

DMFM 46,09 26,71 44,68 47.36 46.45 37,15 45,29

+2,7° +1,1° +2,9° $2,30 +2,5° +2,1° +2.4°

DA-N1 0,009 0,011 0,014 0,013 0,017 0,011 0,011

+0.,0006® 0,001 +0.,003° +0.,002° +0,004¢ +0,003" +0,002b

AF-N1 40,46 31,95 32,75 39,12 30,95 31,35 32.96

+1,82 +2,1b +1,9° + 248 +2,00 +2.6° + 2.3
DMF-N1 | 7.19+0.4% | 6.34£0.2" | 6.47+0,7% | 7.06+£0.3* | 6.2940.9" | 6.34:0.4" | 6.48£0.9"
ABM-N1 | 2.87+0.6% | 2.05+0,3" | 2,02£0,5% | 2,66+0,72 | 1,95+0,2% | 2.,05+04" | 1.49+0,7¢

DA-N3 - 0,001 0,013 0,019 0,017 0,001 0,001

+0,001® +0,004 +0,007° +0.,005° +0,001 +0.,002#

AF-N3 - 1,95+1.22 25,50 26,58 15,01 1,62+ .82 | 2.01+1,2*

$2.1b +2.4b +32 9¢
DMF-N3 - 0,26+0,18 | 5,71+0,3% | 5,83+0,5% | 4,78+0,2¢ | 0,21+0,2* | 0,22+0,1*
ABM-N3 - 0.11+0,22 | 1,99+0,7% | 1.91+0,3" | 1,70+0.6° | 0,13%0,3* | 0,12+0,2¢

DA-NS - - - 0,032 0,020 0,029 0,022

+0.,005® 0,007 +0.,002# +0.,008b

AF-NS - - - 8.45 10.40 10,06 13.19

+0,78 +]1,2¢ +1,40 +1,2°
DMF-NS - - - 3,29+0,28 | 3.65+0,7¢ | 3,58+0,7* |4.,11+0,5"
ABM-NS - - - 1.37£0,72 | 1,50£0,3% | 1,52+04% | 1,52+0,7"

DA-N7 - - - - 0,030 - 0,029

+0.,003® +0,005#

AF-N7 - - - - 10.06 - 8.76

£1.4° £1,1°
DMF-N7 - - - - 3,58 - 3,33

£0,6% 048
ABM-N7 - - - - 1.14£ 0,72 - 1.49+0, 5%

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05). Ml - massa inicial (g); MF —
massa final (g); IFC — indice funcional do ciatico (%); LAT — laténcia (ms); AMP —
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amplitude (mV); MMTC — massa do mausculo tibial cranial (g); AFM — éarea da fibra
muscular (um?; DMFM — diametro minimo da fibra muscular (um); DA N1- densidade
axonial em N1 (axénio/um?); AF N1 — area da fibra de nervo em N1 (um?); DMF N1 —
diametro minimo da fibra em N1 (um); ABM N1 — &rea da bainha de mielina em N1 (um?);
DA N3- densidade axonial em N3 (axdnio/um?); AF N3 — area da fibra de nervo em N3
(um?); DMF N3 — diametro minimo da fibra em N3 (um); ABM N3 — &rea da bainha de
mielina em N3 (um?); DA N5- densidade axonial em N5 (axdnio/um?); AF N5 — area da
fibra de nervo em N5 (um?); DMF N5 — diametro minimo da fibra em N5 (um); ABM N5 —
area da bainha de mielina em N5 (um?); DA N7- densidade axonial em N7 (axénio/um?);
AF N7 — &rea da fibra de nervo em N7 (um?); DMF N7 — diametro minimo da fibra em N7
(um); ABM N7 — area da bainha de mielina em N7 (um?).

No teste da marcha o grupo G7 também alcancgou a recuperacgéo funcional,
ainda que menor que o observado nos grupos G3, G4 e G5, porém maior que 0S
grupos G6 e G2 (desnervado).

Nos testes eletrofisiologicos, os grupos G3, G4, G5 e G7 apresentaram
respostas positivas, indicando recuperagdo funcional e regeneragcdo de nervos,
mesmo que aquém do grupo G1 (normal), porém acima do grupo G2
(desnervado). O resultado positivo neste teste comprova a presenca de fibras
ultrapassando a NTT no nervo fibular (G3) e também ultrapassando a NTL e a
neurotizagdo muscular direta dos enxertos, nos grupos G4, G5 e G7.

Na avaliagdo da massa do musculo tibial cranial, os grupos G3, G4 e G5
apresentaram menor atrofia muscular, quando comparados aos grupos G6 e G7,
sugerindo melhor regeneragdo. No entanto, nestes grupos as massas do MTCD
foram significativamente maiores que do grupo G2 (desnervado) e menores que
do grupo G1 (normal), mostrando a eficacia dos enxertos em interromper a atrofia
muscular e manter o trofismo do masculo tibial cranial direito.

A morfometria do MTCD confirma os resultados de massa do MTCD, nos

grupos G3, G4, G5 e G7.
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Deve-se observar que os grupos G3, G4, G5 e G7 ndo apresentaram
diferencas significativas nas andlises da laténcia, amplitude, area da fibra
muscular e didmetro minimo da fibra muscular. Com relacdo a laténcia e ao
didmetro minimo da fibra muscular, todos o0s sete grupos apresentaram
homogeneidade com relacdo as diferengas estatisticas.

Apesar do grupo G6 apresentar resultados significativamente menores que
0os grupos G3, G4, G5 e G7, h&a diferenca significativa entre G6 e G2
(desnervado), sendo que G6 apresentou menor laténcia, assim como maior area
e didmetro minimo das fibras musculares quando comparado com G2.

Deste modo, a massa do MTCD, a laténcia do teste eletrofisiolégico e a
morfometria do MTCD no grupo G6 demonstraram a tendéncia de reinervacéo do
musculo tibial cranial direito, com a utilizacdo de apenas um enxerto entre o nervo
tibial intacto e o0 MTCD, sem a realizagcdo da NTT no nervo fibular, previamente
seccionado. Em adicdo, a utilizacdo de dois enxertos entre o nervo tibial e o
musculo tibial cranial (G7) demonstrou melhores resultados.

Com relacdo a andlise morfométrica dos segmentos de nervos, a presenga
de axonios no segmento N3 dos grupos G3, G4 e G5 demonstrou a reinervagao
do coto distal do nervo fibular seccionado e a passagem dos axdnios através da
NTT no nervo fibular.

A auséncia de axbnios em N3 nos grupos G2, G6 e G7 confirma a
auséncia de reinervagdo espontédnea no MTCD, via coto distal do nervo fibular
seccionado.

Terzis em 1984 (Terzis, 1988), descreve a técnica de reinerva¢do muscular
denominada de “baby sitter”. Nesta técnica, a autora realiza a coaptacdo entre o

nervo hipoglosso e o nervo facial do mesmo lado, durante o primeiro estagio do
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procedimento de enxerto transfacial. Esta técnica teve como objetivo promover a
reinervacdo rapida dos musculos paralisados, mantendo o trofismo muscular, até
a completa regeneracdo através do enxerto transfacial, um enxerto longo, que
necessita de maior tempo para sua completa regeneragdo. Nesta técnica a autora
associou dois procedimentos de reparo de nervo, porém teve como objetivo
apenas manter o trofismo do musculo desnervado, através da coaptagdo entre o
nervo hipoglosso e o nervo facial. Esta manutengdo do trofismo muscular baseia-
se no fato de que, com a aumento do tempo de desnervagdo muscular, menor é a
taxa de recuperacao funcional do musculo desnervado.

Neste trabalho, os grupos G4 e G5 se assemelham a técnica “baby sitter”.
Entretanto a distancia entre a neurorrafia término-terminal e o musculo a ser
reinervado € semelhante ao comprimento dos enxertos, nestes grupos. Esta
semelhanca no comprimento pode também contribuir para tempos semelhantes
no processo de reinervacgao.

Porém, na técnica “baby sitter” o enxerto transfacial apresenta
comprimento maior que o dos enxertos entre o nervo hipoglosso e o nervo facial.
Desta forma, o tempo necessario para a reinervagao seria menor com 0s enxertos
entre o nervo hipoglosso e o nervo facial.

Assim, o grupo G7 mostrou que 0s enxertos entre o nervo tibial e o
musculo tibial cranial, podem levar a reinervacdo do musculo desnervado,
sustentando a realizag@o da técnica “baby sitter”, no sentido de impedir a atrofia
muscular até que ocorra a regeneracao via enxerto transfacial.

Da mesma forma, tanto a avaliacao funcional como a histologica, nos
grupos G3, G4 e G5, demonstraram que a associagao dos enxertos, entre o nervo

tibial (NTL) e o musculo tibial cranial (G4 e G5), ndo foi capaz de aumentar a taxa
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de recuperagao funcional e regeneragdo axonial alcan¢cada quando se realiza
apenas um procedimento de reparo, a NTT no nervo fibular (G3).

Entretanto, demonstrou-se que o0s enxertos entre o nervo tibial (NTL) e o
musculo tibial cranial (G4 e G5), associados a NTT no nervo fibular, também nao
prejudicaram a recuperagao funcional e regeneragéo axonial alcancada com o
procedimento de NTT, no nervo fibular (G3). Assim infere-se que a técnica “baby
sitter” ndo prejudicaria o processo de regeneragéo do enxerto transfacial.

Nos casos que possibilitam a coaptacao direta dos cotos (NTT) de um nevo
seccionado, a associacao de técnicas cirurgicas distintas, fornecendo novas vias
de regeneracdo de nervos ao musculo desnervado, ndo aumenta a taxa de
recuperacao e ou regeneragdo de nervos, obtida na coaptacao direta (NTT).

Como visto neste trabalho, nos casos onde ndo ha possibilidade de
coaptacdo direta dos cotos (proximal e distal) de um nervo seccionado, a
utilizagdo de duas pontes entre o nervo intacto e o musculo desnervado podem
aumentar a taxa de recuperagdo funcional e ou regeneragdo de nervos,
alcancada com apenas uma ponte, porém permanecendo ainda aguém dos niveis
normais.

Nos casos que em que ha possibilidade de coaptacdo direta dos cotos
(NTT) de um nervo seccionado, a associagdo de técnicas cirurgicas distintas,
fornecendo novas vias de regeneracdo de nervos ao musculo desnervado, nao
aumenta a taxa de recuperacdo e ou regeneragdo de nervos, quando a distancia
entre o nervo doador e o musculo desnervado apresentarem-se semelhantes.

Apesar da neurorrafia término-lateral, assim como a neurotiza¢cdo muscular
direta, serem ferramentas indispensaveis a resolucdo de casos complicados, a

habilidade dos fatores neurotr6ficos em suportar a sobrevida dos neurdnios e
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possibilitar a regeneracdo axonial € de suma importancia. Confirmando as
conclus@es de Viterbo et al. (2009), o estudo e entendimento do papel destes
fatores neurotréficos podem ser a via adequada para melhorar as taxas de

recuperacao funcional, alcangada com as distintas técnicas de reparo de nervos.
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CONCLUSOES

Com o modelo experimental utilizado pudemos concluir que:

1. Enxertos de nervo adicionais com neurorrafias término-laterais e
neurotizacdes musculares diretas associadas a neurorrafia término-
terminal, ndo aumentaram a recuperacdo morfométrica, morfolégica e

funcional muscular.

2. Enxertos de nervo adicionais, criando novas vias de regeneracao,
associados a neurorrafia término-terminal, ndo prejudicaram a
regeneracdo e ou recuperagdo funcional alcangcada por esta ultima

(NTT).

3. A utilizacdo de apenas um enxerto de nervo com neurorrafia término-
lateral e neurotizagdo muscular direta permitiu a reinervagao

muscular.

4. A utilizagcdo de dois enxertos de nervo com neurorrafias término-
laterais e neurotizagdes musculares diretas foram superiores, quando

comparados a apenas um enxerto, na reinervacdo muscular.
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