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Resumo

Inimeras patologias determinam les6es musculares parciais. Exemplos sdo as
paralisias faciais, lesdes do plexo braquial, entre outras. Até o momento nao se tinha
modelo experimental capaz de determinar lesdo muscular parcial. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um modelo de lesdo parcial no nervo que determine uma
lesé@o parcial no musculo por ele inervado. Foram utilizados 60 ratos distribuidos em
trés grupos com 20 animais cada. O grupo 1 foi o controle de normalidade, o grupo 2
sofreu lesdo no nervo fibular comum e o grupo 3 foi o controle de desnervacéo.
Foram analisados os seguintes atributos: massa inicial e final, massa dos musculos
tibiais craniais direto e esquerdo, morfometria do musculo tibial cranial e do nervo
fibular comum, temperatura, contagem do numero de fibras musculares, estudo
neurofisiolégico e avaliacdo de marcha (Walking Track Analysis). Os resultados
obtidos para a massa do musculo tibial cranial direito, em gramas, no grupo 1 foi
0,829, no grupo 2 foi 0,44g e no grupo 3 foi 0,17g: G1>G2>G3 (.p < 0,05); a média
da area das fibras musculares, em pm?, no grupo 1 foi de 81,4, no grupo 2 foi de
74,1 e no grupo 3 foi de 28,5: G1=G2>G3 (.p < 0,05); a média da area das fibras
nervosas, em um?, no grupo 1 foi de 34,2, no grupo 2 foi de 24,7 e no grupo 3, no
coto proximal foi de 15,3 , no coto distal foi de 13,5: G1>G2=G3 (p < 0,05); a média
para o exame funcional da marcha dos ratos, conforme Bain et. al.**no periodo de
90 dias de pos operatério no grupo 1 foi de no grupo 1 foi de10,04, no grupo 2 foi de
10,22 e no grupo 3 foi de -40,30: G1=G2<G3. (p < 0,05); a média da contagem do
namero de fibras musculares no grupo 1 foi de 25,95, no grupo 2 foi de 27,00 e no
grupo 3 foi de 138,15: G1=G2<G3. (p < 0,05); a media para amplitude, em milivolts,
do potencial de acdo muscular no grupo 1 foi de 25,71, no grupo 2 foi de 16,77 e no
grupo 3 foi de 3,94: G1>G2>G3 (p < 0,05). Com o modelo experimental utilizado,
concluiu-se que a leséo parcial realizada no nervo fibular comum determinou lesé&o
parcial no musculo tibial cranial; o teste de Bain et al.>® foi mais sensivel que o teste
de De Medinaceli et al.*’; a amplitude do potencial de acdo muscular, a massa do
musculo tibial cranial e a analise de marcha (teste de Bain et al.*®) foram mais
sensiveis do que os outros atributos.

Palavras-chaves: Avaliacdo morfolégica; Lesdo nervosa; Mduasculo tibial cranial;

Ratos; Regeneracéo nervosa; Walking Track Analysis.







Summary

Several pathologies determine partial muscle injuries. Examples are the facial
paralysis, brachial plexus injuries, among others. So far there was not an
experimental model to determine partial muscle injury. The aim of this study was to
develop a model of partial nerve injury to determine a partial lesion in the muscle
innervated. We used 60 rats divided into three groups with 20 animals each. Group 1
was normal control, group 2 suffered lesion on common fibular nerve and group 3
was the denervation control. We analyzed the following attributes: initial mass and
final mass of the tibial cranial muscle, right and left tibial cranial muscle morphology
and common fibular nerve, temperature, total number of muscular fibres count,
neurophysiological assessment and Walking Track Analysis. The results for the mass
of the right tibial cranial muscles, in grams, in group 1 was 0.82 g in group 2 was 0.44
g and in group 3 was 0.17 g: G1>G2>G3 (. P <0, 05), the average area of muscle
fibers in ym2, in group 1 was 81.4 in group 2 was 74.1 and in group 3 was 28.5:
G1=G2>G3 (. p < 0.05), the mean area of nerve fibers, in um2, in group 1 was 34.2,
in group 2 was 24.7 and in group 3, the proximal stump was 15.3 in the distal stump
was 13.5: G1>G2=G3 (p <0.05) and the average for the functional examination of
walking track of rats according to Bain et. al.®*® in the period of 90 days
postoperatively in group 1 was -10, 04 in group 2 was 10.22 and in group 3 was -
40.30: G1=G2<G3 (P <0.05) and the average of total number of muscular fibres
count in group 1 was 25.95 in group 2 was 27.00 and in group 3 was 138.15:
G1=G2<G3. (P <0.05) for the average of amplitude, in millivolts, the potential of the
muscular action in group 1 was 25.71 in group 2 was 16.77 and in group 3 was 3.94:
G1>G2> G3 (p <0.05). With the experimental model used, it was concluded that the
partial lesion held in common fibular nerve injury determined partial tibial cranial
muscle; test Bain et al.*® was more sensitive than the test of De Medinaceli et al.*°,
the amplitude of the potential of the muscular action, the tibial cranial muscle mass
and walking track analysis (Bain et al.>®) were more sensitive than other attributes.

Keywords: Morphological evaluation, nerve injury, tibial cranial muscle; Rats; Nerve
regeneration; Walking Track Analysis.
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A regeneragdo nervosa vem sendo amplamente estudada e novas técnicas e
métodos tanto de coaptacdo quanto de avaliacdo vém sendo aprimorados. Com
isso, as lesdes do Sistema Nervoso Periférico tém sido alvo de inidmeros estudos
para compreensdo e entendimento do processo de reparacdo nervosa, pois podem

acarretar disturbios importantes a fungcdo dos membros superiores e inferiores.

1.1 Nervos Periféricos

Nervos sdo corddes esbranquicados constituidos por feixes de fibras
nervosas reforcadas por tecido conjuntivo, que unem o sistema nervoso central aos
orgaos periféricos. A fungcdo dos nervos € conduzir, através de suas fibras, impulsos
nervosos do sistema nervoso central para a periferia e da periferia para o sistema
nervoso central. S&o trés as bainhas que entram na constituicdo de um nervo:

epineuro, perineuro e endoneuro* (Fig.1).

Tecido Conjuntivo

Vasos Sanguineos

Epineuro
Perineuro
Endoneuro
Fibras Mielinicas

Fibras Amielinicas

Figural- Representacdo esqueméatica do nervo periférico.

Os nervos sdo muito vascularizados, sendo percorridos longitudinalmente por
vasos que se anastomosam, 0 que permite a retirada do epineuro em um trecho sem
que ocorra lesdo nervosa’.

E sabido que os impulsos nervosos n&o s&o os Unicos que circulam ao longo
das fibras nervosas, contudo o axdénio representa também uma via através da qual
se encontram continuamente em movimento uma grande variedade de componentes
celulares, que utilizam mecanismos de transporte para alcancar seu destino e

produzir seus efeitos? (Fig.2).
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Figura2 — Unidade estrutural do sistema nervoso.

Portanto, parece evidente que a sobrevivéncia e bom estado do axénio e as

estruturas que inervam dependem destes mecanismos de transporte, mesmo que

ndo se conheca a maneira que isto ocorre. Ignoramos igualmente qual é a sutil

relacdo que seguramente existe entre estes mecanismos de transporte e as

propriedades condutoras das fibras nervosas? (Tab.1).

NUCLEOLO

TRANSCRICAO DO MATERIAL GENETICO EM PROTEINA

BAINHA DE MIELINA

ACELERA A VELOCIDADE DA CONDUGAO DO IMPULSO NERVOSO

CELULA DE SCHUWANN

DETERMINAM A FORMACAO DA BAINHA DE MIELINA

AXONIO TRANSMISSAO DO IMPULSO NERVOSO
NEURILEMA MEMBRANA ENVOLTORIA: CELULAS DE SCHUWANN
NUCLEO CONTEM MATERIAL GENETICO

CORPO CELULAR

CENTRO METABOLICO DO NEURONIO: SINTESE PROTEICA

DENDRITOS

PROLONGAMENTOS DOS NEURONIOS: RECEPGAO DO IMPULSO
NERVOSO

NODULO DE RANVIER

GARANTEM A CONDUGAO SALTATORIA DO IMPULSO NERVOSO

Tabela 1 — Fisiologia celular do neurdnio.
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A extensdo dos axoOnios varia desde muito curta até muito longa. Os
neurdnios também variam quanto ao diametro, sendo que o diametro quanto maior,
mais rapido é na conducao do impulso nervoso. Contudo, mesmo axdnios de grande
didmetro, conduzem o impulso nervoso a uma velocidade baixa, porém devido a
"mielinizagdo” os impulsos nervosos séo acelerados na sua conducdo. Grande parte
dos axdnios encontra-se envolvidos por uma "bainha de mielina", que é constituida
por diversas camadas de membrana celular de outras células, que envolvem os
axonios. As "bainhas de mielina" tém interrup¢des, que sdo chamadas de "nddulos
de Ranvier" que faz com que os impulsos ao saltarem de né em no tornem-se mais
rapidos. A perda da "bainha de mielina" afeta a transmisséo dos impulsos nervosos,
seja atrasando-os ou até bloqueando-os, alterando o funcionamento do sistema

nervoso®.

1.2 Lesao nervosa

Devido a sua distribuicdo por todo o corpo, as lesdes dos nervos séo
relativamente frequentes. Quando um nervo é seccionado, ocorrem alteracdes
degenerativas, seguidas de uma fase de reparacéo.

Nervos periféricos sujeitos a aplicacdo de uma forca deformante intensa e
abrupta podem sofrer um bloqueio fisiolégico rapidamente reversivel, um bloqueio
local com desmielinizacdo ou, até mesmo, uma degeneracdo walleriana. Os
neurdnios sdo dependentes de um transporte bidirecional de substancias, que é
conhecido como transporte axonal, ou seja, de informagdes provenientes do sistema
nervoso central para a periferia e em sentido contrario, garantindo a sua funcao
normal. Quando existe um bloqueio dessas informacBes a funcdo nervosa pode
estar deteriorada®”’.

Os nervos periféricos, assim como os demais tecidos do organismo, estao
sujeitos a doencas inflamatorias, traumaticas, metabdlicas, toxicas, genéticas e
neoplasicas®. Estas doencas levam a diferentes tipos e graus de lesées®”.

A atrofia muscular é a mudanga mais drastica encontrada apoés a leséo e varia
consideravelmente entre individuos da mesma espécie e entre musculos do mesmo

individuo®.
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Novak et al.® relata que as lesdes de nervos periféricos sdo frequentes,
decorrentes de traumas ou compressdes agudas. Com isso, ocorrem perdas ou
diminuicdes de sensibilidade e motricidade da estrutura inervada, resultando em
degeneracéo axonal e de sua bainha de mielina.

As lesbes de nervos periféricos sdo classificadas histopatologicamente,

10

segundo Seddon *°, em neuropraxia, axonotmese e neurotmese. Mais tarde,

Suderland em 19512 ampliou esta classificacdo para outra com cinco graus. A
neuropraxia, caracterizada pelo bloqueio funcional da conducéo elétrica devido a
degeneracdo mielinica, corresponde ao grau um. A axonotmese, na qual ocorre a
interrupcdo da continuidade dos axonios, corresponde ao grau dois. A
neurotmese,corresponde ao grau trés, quatro e cinco. No grau trés o endoneuro é
comprometido junto com o axdénio. No grau quatro ocorre ruptura do perineuro e no
grau cinco ocorre a interrup¢ado completa da continuidade nervosa, no qual todas as

estruturas s&o seccionadas? (Tab.2).

SEDDON SUNDERLAND

(1943) (1951)

Neuropraxia | Grau | — desmielinizagéo local

Axonotmese | Grau Il — interrupcéo da continuidade axonal

Grau lIl — destruicdo do endoneuro

Neurotmese | Grau |V — destruigdo do perineuro

Grau V —interrupcdo da continuidade de todas as estruturas nervosas

Tabela 2: Classificagdes histopatoldgicas das lesdes nervosas periféricas segundo Seddon e
Sunderland.
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Quando se tem uma leséo periférica além da perda funcional o mapa cortical
referente a area lesada sofre alteracbes. Estudos na area da reabilitacdo tém sido
realizados para buscar uma melhor efetividade no processo de recuperacdo tanto
funcional quanto sensorial e a velocidade na regeneracéo axonal’.

Um dano severo no axénio leva a interrupcéo de sua integridade. Os axénios
do coto proximal degeneram de maneira retrégrada até chegar ao proximo nédulo de
Ranvier do local da les&o, criando uma pequena area de degeneracdo®®*3. As fibras
distais a lesdo sofrem degeneracédo em 48-96 horas apds a transeccdo do nervo,
por meio de um processo conhecido como degeneracdo Walleriana'. A dege-
neracdo Walleriana conduz a remocéo e reciclagem axonal e do material mielinico-
derivado e prepara o ambiente através do qual os ax6nios em regeneracao irdo
crescer®.

Apds uma lesdo, a expressao génica nervosa € alterada pela presenca de
fatores com a GAP-43 (growth-associated protein 43) e do BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), dentre outros, e tem-se a diminuicAo na sintese do
citoesqueleto™.

Quando um nervo periférico € lesionado, a injaria provoca mudancgas
celulares em toda parte do nervo, desde as células localizadas centralmente até as
periféricas™.

A lesdo no tecido nervoso periférico diferencia-se da lesdo no sistema

nervoso central por apresentar grande potencial de regeneracéo axonal®’.

1.3 Regeneragéo Nervosa

A recuperacdo nervosa periférica depende de fatores como o tipo, grau e
extensdo da lesdo, técnica cirlrgica aplicada e a tensdo aplicada ao reparo
cirargico’.

Os nervos periféricos podem se recuperar de trés diferentes maneiras, tais
como, remielinizac&o, brotamento axonal e reparacéo cirdrgica nervosa®.

Na remielinizacdo ocorre a recomposicdo da camada de mielina lesada
atraves da desmielinizacdo segmentar. Esta € a forma mais rapida de recuperacao,
ocorrendo entre 2 e 12 semanas ap9ds a lesao®.

Quando acontece a interrupcdo da continuidade axonal, parcial ou total,

ocorre a degeneracado axonal distal a lesdo, logo nos primeiros minutos apés a
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lesdo. Nas lesdes axonais parciais encontramos um fendmeno chamado brotamento
axonal, onde ax6nios vizinhos intactos passam a inervar a area desnervada pela
lesdo. Este fendmeno demora de dois a seis meses para ocorrer™>*.

Apds uma lesdo completa do nervo periférico hd necessidade do reparo
cirargico.

O processo de degeneracdo e consequente regeneracdo nervosa periférica

estdo diretamente ligados ao tipo, grau e extensao da lesdo nervosa (Tab.3).

NEUROPRAXIA e Desmielinizagdo segmentar e Remielinizagédo esponténea
e Bloqueio local de conducgéo e 2-12 semanas

e Prognostico favoravel

AXONOTMESE e Lesao axonal e Brotamento axonal
e Degeneracéo walleriana e Regeneragéo lenta

e Recuperagéo incompleta

NEUROTMESE e Seccéo parcial ou total do nervo e Recuperacéo limitada

o 18 meses

Tabela 3 — Representacdo esquemética das lesdes nervosas periféricas e sua recuperacao.

A regeneracdo nervosa periférica resulta de eventos sincronizados que
dependem de fatores de crescimento, sintese e reajustes dos componentes da
matriz extracelular (MEC), e a interacdo entre axdnios regenerativos com as células
ndo-neurais presentes no nervo. Nesse sentido, a comunicacao celular apés uma
lesdo nervosa, devido a trauma ou doenca, é de fundamental importancia na

orientacdo das alteracées morfolégicas e quimicas que ocorrem no tecido nervoso*®.
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1.3.1 Plasticidade Neuronal

A plasticidade neural pode ser definida como uma mudanca adaptativa na
estrutura e nas funcgdes do sistema nervoso, que ocorre em qualquer estagio da
ontogenia, como funcao de interagcdes com o ambiente interno ou externo ou, ainda,
como resultado de injurias, de traumatismos ou de lesbes que afetam o ambiente
neural®.

Em linhas gerais, 0 processo se resume no seguinte. Uma vez estimulados,
0S neurbnios geram impulsos de natureza elétrica e liberam ions e substancias
guimicas que lancadas nas sinapses (espacos vazios entre um neurbnio e outro)
estabelecem ligagbes entre eles. A cada novo estimulo, a rede de neurdnios se

recompde e reorganiza o que possibilita uma diversidade enorme de respostas®.

O sistema nervoso periférico, por suas caracteristicas citologicas e
fisiologicas, apresenta uma maior capacidade de regeneracdo do que o sistema
nervoso central. A regeneracdo do nervo é um forte exemplo de plasticidade dentro

do sistema nervoso?*?2,

1.4 Reparacdo Nervosa Periférica

A recuperacdo funcional depende da regeneracdo neural, porém, esse
processo € lento, o que determina a inatividade do musculo por um tempo
consideravel e, consequentemente, o estabelecimento da atrofia muscular®2°.

Com avanco tecnoldgico, dos materiais e das técnicas microcirdrgicas houve
um aperfeicoamento na reconstrucao das estruturas lesadas, com melhora parcial
da recuperacéo funcional do nervo®.

A recuperacdo completa da fungdo motora apos uma leséo de nervo periférico
pressupde a ocorréncia de um conjunto de processos morfolégicos e fisioldgicos que
determinam o retorno da atividade elétrica dos axonios sobre os musculos
paralisados. Apesar de todo o avancgo técnico obtido com a microcirurgia ainda néo
se obtém total recuperacdo motora, por melhor que tenha sido realizada a reparagéo

do nervo lesado?.
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Desde o século XIX, a regeneracdo nervosa e as reinervacoes sado desafios
gue tém estimulado cientistas como Waller em 1851 e Ballance em 1895 a iniciar o
desenvolvimento desses estudos. Atualmente, as abordagens clinicas e cirargicas
diante dos diversos tipos de lesdes nervosas periféricas tém evoluido a cada ano.
Quando ocorre seccéo total do nervo, as técnicas para sutura direta dos nervos séo
as neurorrafias término-terminais®’2®,

De acordo com Viterbo®, desde que Wiliam de Saliceto no século XllI
realizou a primeira neurorrafia em Bolonha, varias formas de unir os cotos de nervos
seccionados vém sendo estudadas. Sutura epineural, perineural ou interfunicular,
epiperineural, envelope venoso ou tubo de silicone ou outros aloplasticos, cola de
fibrina e cola acrilica. IniUmeras opcdes para reparar nervos, mas sempre de modo
término-terminal, coto proximal ao coto distal.

Quando néo se dispdem do coto proximal, alternativa é a neurorrafia término-
lateral?”#%%8,

A neurotmese pode ser completa ou incompleta, dependendo do grau de
acometimento das estruturas nervosas.

As lesBes de nervos periféricos, devido a sua alta incidéncia, sdo muito

estudadas, inclusive experimentalmente®¥4°.

41
l.

Bridge et al." estudaram seis técnicas de esmagamento em ratos. Todos 0s

animais apresentaram axonotmese sem diferencas significativas.

Ciges et al.*?

realizaram compressao da porgéo extratemporal do nervo facial
de coelhos. A degeneracdo axonal e de mielina foram os primeiros eventos
observados. Basicamente, todos os nervos foram transformados em tecido fibroso. A
mielina foi desintegrada pelas células de Schwan. Essas células tém funcéo
importante nos processos de degeneracdo e regeneracdo. Os aspectos finais das
fibras regeneradas apresentaram-se semelhantes ao normal, porém com mais tecido
colageno, bainha de mielina mais fina e grande proporcéao de fibras desmielinizadas.

Roma&o et al.*® realizaram um estudo sobre os efeitos da eletroestimulacdo no
musculo tibial cranial apds lesdo nervosa por esmagamento no rato. Concluiu que a
leséo por esmagamento nao foi efetiva para determinar atrofia muscular.

Indmeros trabalhos comprovaram os efeitos causados apos lesdo nervosa
periférica, seja por esmagamento, compressdo, secc¢ao e outros. Porém, ndo foram

encontrados estudos 0s quais acompanharam detalhadamente os efeitos de uma
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lesdo nervosa apoés longo periodo de evolugdo, sem que houvesse intervencoes
com finalidades regenerativas.

Atualmente, com o acréscimo de todos os tipos de acidentes, houve aumento
do numero e da gravidade das lesbes traumaticas dos nervos periféricos,
determinando incapacidade fisica em individuos em plena capacidade fisica.

Vérias lesdes determinam déficits parciais ou incompletos nos musculos,
como por exemplo, a paralisia facial, lesbes de plexo braquial, entre outras. Estas
lesbes parciais no nervo periférico estabelecem atrofias parciais nos musculos e
estas atrofias podem ou néo ser beneficiadas com a eletroestimulagao.

No levantamento bibliografico realizado por Krueger-Beck et al.’, durante o
periodo de 1972 a 2009, avaliado na pesquisa sobre campos elétricos (CE) e
campos magnéticos (CM) aplicados sobre tecido nervoso, concluiram que 0s grupos
experimentais obtiveram superioridade em relacdo aos grupos controle na maioria
dos estudos. A revisdo bibliogréfica realizada mostra a efetividade do uso de CE e
CM no processo de regeneracdo nervosa em animais. A selecdo dos parametros de
CE e CM g, ainda, heterogénea, ndo havendo consenso nem padronizacdo de seu

usol’.

1.5 Anélises Quantitativas das Lesdes Nervosas Periféricas

O tratamento e a conduta a ser adequada em decorréncia de uma leséo
nervosa periférica dependem da correta localizagdo da injuria e da estimativa da
extensdo da lesdo. Além disso, as andlises das alteracdes funcionais provocadas
pela lesdo nos dardo subsidios para adequada intervencdo. Estes direcionamentos

sao primordiais no processo de reabilitacéo.
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1.5.1 Eletroneuromiografia (ENMG)

A avaliacdo eletrofisiologica tem sido utilizada em muitos trabalhos
experimentais fornecendo importantes dados sobre a regeneragdo neural e
reinervacdo muscular®4449,

O principal propésito do estudo neurofisiolégico, também chamado
eletroneuromiografia (ENMG), € determinar e quantificar a integridade de
componentes da unidade motora®®, e os principais dados fornecidos pelo exame sdo
os estudos de conduc&o nervosa motora, sensitiva e eletromiografia®.

Para que o estudo neurofisiolégico possa ser otimamente interpretado, o
conhecimento da sequéncia temporal dos eventos ap6s uma lesdo nervosa é

fundamental (Tab.4).

3 abdias deleséo — e Amplitudes do Potencial de agdo motor (PAM) diminuem

Fase Hiperaguda e Velocidade de condugao é normal

e Alteracles leves da conducéo nervosa

e Impossivel classificar a leséo (neuropraxia, axonotmese e neurotmese)

Apo6s o 5°dia da leséo e Os potenciais nervosos motores e sensoriais distais a leséo sdo perdidos na

axonotmese e neurotmese

e Neuropraxia: preservacdo dos potenciais motores

Aproximadamente 14 dias | e Primeiros sinais de desnervagédo ativos

de leséo
e Presenca de ondas agudas e fibrilacdes (axonotmese e neurotmese)
e Lesdo puramente neuropraxica: ndo ha sinais de desnervagao
Fase de regeneracéo e lLesfes incompletas: surgimento de unidades motoras polifasicas de pequena

amplitude e duragdo normal — potenciais nascentes

Tabela 4-Tabela de evolu¢cdo ENMG apés lesdo nervosa.

N&o encontramos na literatura estudos padronizados para a realizacdo do

exame eletroneuromiografico experimental.
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Finsterer no ano de 2001 relatou que o modelo de interferéncia
eletromiografica constituida de uma unidade de potencial de acdo motora, pode ser
analisado subjetivamente ou objetivamente através da andlise computadorizada.
Possuem métodos quantitativos, medidas de amplitude, integracdo da area sob a
curva, técnicas de decomposicao e espectros potentes de andlise. Os padrbes que
interferem nos muasculos saudaveis dependem de fatores como a idade, sexo, forca,
musculo, temperatura, fadiga, nivel de aptidao, tipo de eletrodo, sensitividade, filtro,
nivel de frequéncia e medida. Todos o0os métodos de andalise devem ser
padronizados®?.

Os meétodos favoraveis para o diagnostico sdo aqueles utilizados com
eletrodos de agulha, os quais ndo necessitam de monitoramento e medidas de forca
muscular. A ENMG de agulha examina a atividade elétrica da via muscular. Quando
ocorrem desnervacdes, ha o decréscimo dos potenciais de unidades motoras e na
reinervacdo os potenciais de unidades motoras aumentam de amplitude e sé&o
freqlientemente polifasicos®.

De acordo com Robinson *3, os potenciais de acdo compostos nervosos ou
musculares podem ser caracterizados por sua forma, amplitude e duracdo. O atraso
entre o estimulo elétrico e o surgimento do potencial evocado também pode ser
medido. As medidas desses parametros, obtidos durante os procedimentos da
avaliacdo eletrofisiologica, podem ser comparadas com valores normais
estabelecidos, identificando condicbes como desnervacdo, desmielinizacéo,
bloqueio de conducéo e perda axonal.

A diferenciacdo entre lesbes parciais e completas é de extrema importancia
para o direcionamento da conduta, seja ela clinica ou cirargica e se ndo houver

melhora na ENMG por volta de cinco a doze meses o progndstico é ruim>*.

1.5.2 Analise morfolégica
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Hipoteses arcaicas do século XX defendiam que apenas o coto distal e os
primeiros nddulos de Ranvier sofreriam alteracdes morfolégicas proporcionadas pela
lesdo0®. Atualmente, esta afirmacdo é errdnea, pois ocorrem alteracées em todo o
seguimento anterior a sec¢ao, ocorrendo tardiamente em relacdo as modificacdes do
coto distal'’*°,

As alteracBes morfoldgicas e histolégicas apds leséo parcial ou total do nervo
periférico envolvem a diminuicdo da massa muscular, alteracdes no diametro minimo
das fibras nervosas e musculares, contagem do numero de fibras nervosas e
musculares, aumento do tecido conjuntivo, dentre outras®’™°.

A fraqueza muscular apos desnervacao € decorrente da perda de acao trofica
do neurbnio motor sobre o musculo, sendo agravada pela atrofia das fibras
musculares e/ou pela proliferacdo de tecido conjuntivo®. O actimulo de tecido
conjuntivo intersticial dificulta a troca de substancias entre o leito vascular e as fibras
musculares. Esse tecido pode afetar a extensdo do crescimento axonal durante a
reinervacao®.

Viterbo et al. avaliaram a desnervacdo pela contagem do numero de fibras
musculares por campo microscépico. Afirmaram ser um método simples e
eficiente®.

Além da ENMG existem métodos tradicionais, descritos por Gersh®:, para
guantificar a atrofia muscular. Inicialmente o peso do musculo desnervado é
comparado com o peso do musculo contralateral. Posteriormente, a andlise
microscopica contrasta o diametro e/ou area transversos da fibra muscular
desnervada com o mausculo contralateral. O peso do muasculo pode induzir a
resultados questionaveis, pois varidveis como edema e presenca de tecido
conjuntivo fibroso podem estar presentes. Contudo, a microscopia permite

guantificar as alteracdes tanto nas fibras musculares quanto no tecido conjuntivo.

1.5.3 Analise Funcional

Em condi¢des experimentais, a recuperacao das lesbes nervosas periféricas €

estudada principalmente através de técnicas de eletrofisiologia, histologia e
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morfometria. Embora os parametros eletrofisiologicos e morfologicos sejam uteis, é
importante conhecer o grau de recuperacao funcional que eles implicam. As
avaliacdes funcionais sao relativamente faceis de empregar em humanos, mas séo
pouco difundidas em animais, o que motivou a busca por técnicas de avaliacdo
funcional em condicdes experimentais®.

Segundo estudos, o diametro muscular ndo pode ser utilizado como parametro
de capacidade de producao de forca, mesmo sendo um dos fatores para uma boa
reinervacao®.

A regeneracdo nervosa periférica observada em estudos experimentais
apresenta aspectos controversos, porque nem sempre é possivel estabelecer uma
correlacdo clara entre os resultados obtidos pelas diferentes metodologias
empregadas, particularmente aqueles obtidos em estudos diferentes, conduzidos por
autores diferentes. A maioria dos estudos sobre a regeneragcdo dos nervos
periféricos emprega métodos histomorfométricos e eletrofisioldgicos, o0s quais,
embora essenciais, ndo adiantam nenhuma informagdo sobre a recuperagao
funcional correspondente. As avaliacdes funcionais sdo muito dificeis em animais,

1.%% introduziram o método do indice

39,66

por motivos Obvios, mas De Medinaceli et a
funcional do ciatico de ratos, modificado por outros autores® ", que permite avaliar
satisfatoriamente a recuperacdo do nervo ciatico lesado em funcdo do tempo. Um

estudo anteriormente conduzido por Oliveira et al.®’

mostrou haver clara correlagéo
entre a regeneracdo morfologica, avaliada pela morfometria dos nervos, e a
recuperacao funcional, medida pelo indice funcional do ciatico®*.

H& aproximadamente sete décadas atras Gutmann e Gutmann descreveram
gue em lesao de nervo fibular de coelhos ocorreria perda da capacidade de espalhar
os dedos durante avaliagdo de marcha e, consideraram esse fator confiavel para
avaliar o grau da les&o®.

O nervo isquiatico de ratos € usado amplamente como modelo para a
avaliacdo da funcdo motora e sensorial do nervo. Métodos tradicionais que avaliam a
recuperacdo de nervos apdés um dano periférico e reparagdo como a
eletroneuromiografia e a histomorfometria, sdo empregados universalmente em
experimentacdo de regeneracdo neural, porém ndo s&o0 necessariamente
correlacionados com um retorno motor e sensorial funcional. Hruska et. al. em
1979% usaram um passadico para analisar a marcha de ratos, desenvolveram um

meétodo simples para estudar em modelo animal com problemas neurologicos que
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causam disfuncéo na locomocdo. Newby-Schimidt & Norton™ elaboraram um novo
método para registrar marca dos pés de galinhas para avaliar a fungcdo motora dos

mesmos animais.

1.5.3.1.Walking Track Analysis

Em 1982, De Medinaceli et al.*> desenvolveram um método quantitativo para
analisar o desempenho do membro posterior de ratos, examinando suas pegadas,
conhecido como indice funcional do isquiatico (IFl). Para este estudo De Medinaceli
et al.*° baseou-se em pegadas deixadas em filmes de raios-X. Mais tarde, esse
método foi modificado por diferentes autores, conforme suas necessidades
particulares™. Contudo, muitos pesquisadores usam o IFI como uma maneira de
avaliar a funcdo dos membros posteriores depois de uma lesédo e recuperacdo do
nervo isquiatico, que pode ser quantificada e facilmente determinada pela anéalise da
marcha atraves das pegadas.

De acordo com a proposta De Medinaceli et al.*’ os ratos deveriam ser
colocados em um corredor escuro com 43 cm de comprimento e 8,7 cm de largura
com um final cego. ApGs condicionamento dos ratos, € colocada uma lamina de raio-
X ndo exposto na base do passadico e as patas traseiras dos ratos sdo entao
mergulhadas em um prato contendo liquido revelador. As pegadas impressas
aparecem imediatamente no filme e se tornam permanentes depois de secas.
Quatro variaveis sdo medidas na pata experimental (E) e na pata controle ou normal
(N). As medidas averiguadas sao a distancia da pata oposta (TOF), a distancia entre
0 1° e o0 5° artelhos (TS), a distancia entre o 2° e o 4° artelhos (IT) e o tamanho da
pegada (PL) (Fig.3).
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IT >
TOF — —:‘"

+«~— PL—»

~— TS ——»

Normal Experimental

Figura3—Representagéo esquematica para calcular o indice Funcional do Ciatico (IFC).

Através destas medidas De Medinaceli et. al.*’ desenvolveram a primeira
férmula que quantifica o indice funcional do isquiatico (IFl). Esta foi desenvolvida
empiricamente e assumido um valor de igual importancia para as quatro variaveis.
Zero representa uma funcdo normal ou zero por cento (x 11%) de perda de fungéo e
-100 representam uma perda total na funcdo ou 100% de perda de funcdo o que
resulta de uma transecc¢do completa do nervo isquiatico.

Desde que esse método foi desenvolvido, sua validade tem sido questionada
por muitos pesquisadores. Um dos motivos desse questionamento reside no fato de
que para obtencdo de informacbes claras das variaveis do IFl sdo necessarias
inUmeras repeticbes dos procedimentos inerentes, principalmente por conta da
recorrente producédo de artefatos indesejaveis a avaliacdo das pegadas.

Quando o IFI tender a zero € considerado normal, quando tender a -100
consideram-se dano total, resultado de uma completa secc¢do do nervo isquiatico.

Uma funcdo similar foi criada por Bain et al.*® para lesdes no nervo fibular
comum e no tibial posterior. Anélises de multiplos lineares e regressdo foram feitas
usando os fatores descritos acima para determinar a significancia e o peso
apropriado para cada valor na forma, em ratos com o tipo de lesdo definido®.

Uma completa leséo do nervo tibial posterior resulta em maior significancia na
piora da marcha dos animais, pois ndo apresentam flexao plantar dos calcanhares,

patas invertidas, uma pegada maior do que o normal, e uma significativa perda dos
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muasculos intrinsecos da pata o que causa uma diminuicdo da abertura dos
artelnos®"2,

Nao encontramos na literatura modelos experimentais de lesdo parcial de
nervo que determinem lesédo parcial no musculo. Existem modelos de compressao
nervosa que causam lesGes temporarias no nervo e consequentemente no masculo
e também lesBes definitivas no nervo e musculo de forma completa e ndo parcial.
Portanto, é de suma importancia o desenvolvimento destes modelos para realizacao
de estudos sobre os possiveis efeitos da utilizacdo da eletroestimulacdo ou drogas
nesta situacao.

Com isso, este estudo busca caracterizar e acompanhar o processo de
regeneracao nervosa da recuperacdo neuronal no local da lesédo e suas respectivas
respostas motoras apos lesdo muscular. Um modelo adequado de lesédo e
aprimorado em sua metodologia permitiia examinar grande variabilidade de

respostas e com isso avaliar e testar iniUmeros agentes terapéuticos.




2. Objetivo
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Desenvolver modelo de lesdo parcial no nervo que determine leséo parcial no

musculo por ele inervado.




3. Método
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Modelo experimental

Foram utilizados neste estudo 60 ratos da raca Wistar, machos, com massa
inicial de 200 g, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu-
UNESP, estado de S&o Paulo.

Os animais tiveram suas massas iniciais aferidas e foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos de 20 ratos, denominados G1, G2, G3.

O grupo 1 foi o controle de normalidade.

O grupo 2 sofreu lesdo no nervo fibular comum.

O grupo 3 foi o controle de desnervacéao.

Todos os animais foram sacrificados com 90 dias.

Todos os animais permaneceram em gaiolas apropriadas, alojados no

biotério, com temperatura constante de 24° Celsius (Fig.4).

Figura 4: Animal sendo alojado.
Nos grupos submetidos a cirurgia G2 e G3, a face dorsal dos membros
posteriores de cada rato foi submetida a tonsura, e o animal foi posicionado em
decubito ventral, sobre uma placa de cortica, sendo fixado por fita adesiva e alfinete

nas quatro patas (Fig.5).

Figura 5: Animal preparado para cirurgia.
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Os procedimentos cirargicos foram efetuados sob anestesia intra-peritoneal
por injecdo de Ketamina (0,3 ml/kg) e xilazina (0,2 ml/kg).

O procedimento operatério foi iniciado por meio de uma incisdo de
aproximadamente trés centimetros na face dorsal e na direcdo do maior eixo do
membro posterior direito, comprometendo pele, tecido celular subcutaneo e musculo
gluteo méximo (Fig.6). Apos fez-se a disseccgdo cuidadosa do nervo ciatico e seus
ramos, nervo fibular comum, nervo tibial e nervo cutaneo caudal da sura, numa

extensao de cerca de dois centimetros e meio (Fig.7).

Figura 6: Incisdo na face dorsal Figura 7: Trifurcacdo do nervo
do membro posterior direito. ciatico.

A lesdao foi realizada no nervo fibular comum dos animais do grupo G2. Foi
realizada resseccdo de um segmento de um centimetro e meio de comprimento por
0,3 mm de diametro do nervo, restando um segmento de nervo com diametro de 0,1
mm aproximadamente. A lesdo foi feita com auxilio de tesoura microcirurgica (Fig.8
e 9).

Figura 8: Tesoura microcirdrgica. Figura 9: Leséo do nervo

fibular comum direito.
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No grupo 3, que foi o controle de desnervagéo, foi realizada a secgao do
nervo fibular distando um centimetro da trifurcacdo do nervo ciatico. Seu coto
proximal foi invertido em aproximadamente 120°, sepultado, nas fibras do masculo
adutor, sendo fixado com um ponto de fio polipropileno 6-0. O coto distal foi
sepultado, da mesma forma, no musculo adutor, porém em sentido contrario
(Fig.10).

Figura 10: Seccéo e sepultamento do
nervo fibular.comum.

O fechamento da incisdo foi idéntico em todos os grupos, realizado por
planos, com pontos separados de fio monofilamentar de nailon 5-0.

Todos os ratos receberam &gua e racdo ad libitum durante o periodo de
observacéo.

Foi aferida a temperatura, em graus Celsius, de todos os animais em estudo.
Este procedimento foi realizado antes do exame neurofisiolégico. A afericao foi retal
e feita pelo termémetro digital da marca Braile-biomédica, modelo AG-100, série 762
e tenséo 9 Volts.

O exame neurofisiolégico foi realizado apos a disseccdo do nervo ciético e
seus ramos e antes do sacrificio dos animais, o qual analisou a laténcia motora e
neuroconducdo fibular. Para este exame foi utilizado eletromiografo marca Medelec,

modelo Sapphire Il (Fig.11).

Figura 11: Exame neurofisiologico.
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Para o registro do potencial de agédo, os eletrodos foram introduzidos no
musculo tibial cranial, com a distancia de um centimetro aproximadamente entre o
eletrodo ativo e o de referéncia. O eletrodo terra foi posicionado entre os eletrodos
ativo e referéncia. Foram registradas a laténcia, duracdo e amplitude do potencial de
acao motor composto.

Para avaliacdo da marcha (Walking track analysis) os animais de cada grupo
foram induzidos a andar por um corredor de 78 cm X 9 cm, sobre uma folha de papel
branco com dimensdes apropriadas e as patas traseiras de cada animal foram

umedecidas em tinta nanquim preta (Fig.12).

Figura 12: Walking Track Analysis.

As pegadas deixadas na folha de papel branco foram analisadas através das
medidas da distancia dos dedos da pata experimental (E) para os dedos da pata
normal (N) a frente (TOF); distédncia do calcanhar aos dedos (PL); distancia do
primeiro ao quinto dedo (TS); distancia entre o segundo e quarto dedos (IT) e
realizados os calculos do indice funcional do ciatico conforme a férmula de
Medinaceli et al.*® (Fig.13):

FT = (ETOF - NTOF) , (NPL - EPL) X (ETS = NTS) i (EIT - NIT)] . 220
= NTOF EPL NTS NiT 4

Figura 13: Férmula De Medinaceli et al.*°

Esta avaliagéo foi realizada em todos os animais a cada 30 dias.

Foi aplicado o indice funcional do Isquiatico conforme descrito por De

|40 |39

Medinaceli et al.”™ e também conforme Bain et al.””, sendo os valores comparados

entre as duas técnicas.
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Apo6s avaliagéo funcional os animais foram sacrificados com doses letais de
ketamina e xilazina injetados intra-peritonealmente. Os musculos tibiais craniais
direito e esquerdo e os nervos fibulares direitos de todos os animais foram
removidos.

Todos o0s procedimentos realizados com o0s animais obedeceram aos
principios éticos na experimentacdo animal, preconizados pelo COBEA(Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal), com protocolo de nimero 620, da Faculdade
de Medicina de Botucatu/UNESP.

Foram analisados os seguintes atributos: massa inicial e final dos ratos,
massas dos musculos tibiais craniais direito e esquerdo, area das fibras do musculo
tibial cranial direito, diametro minimo e maximo das fibras do musculo tibial cranial
direito, contagem do numero de fibras musculares, area das fibras do nervo fibular
comum direito, didmetro minimo e maximo das fibras do nervo fibular comum direito,
temperatura, amplitudes, laténcias e dura¢gbes dos potenciais de acdo do musculo

tibial cranial direito e o indice funcional do ciatico.

Analise histolégica dos nervos

Os nervos fibulares direitos de todos os animais foram removidos e
submetidos a cortes transversais.

Para obtencao destes cortes, apds imersdo em solucdo de Karnovsky por 48
horas, os segmentos coletados passaram por um protocolo. Foram lavados em
tampdo fosfato 0,2 M, pH=7,3, trés vezes por cinco minutos, pés-fixados em
tetréxido de 6smio a 1% diluido em tampéo fosfato de sédio, 0.1M, pH=7.3, por 2
horas, lavados em agua destilada, trés vezes de cinco minutos, desidratados em
série de concentracao crescente de alcool 70% por 24 horas e alcool 95% por 12
horas e, a seguir incluidos em historesina. Estes blocos foram submetidos a cortes
transversais semifinos de 0,5 um e corados em solugao de azul de toluidina 0,5%.
Esses procedimentos foram realizados no Laboratorio de pesquisa em nervos
periféricos e reinervacdo urogenital do Departamento de Urologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP.

Foram aferidos, sob aumento de 800 vezes (com auxilio do Zoom do
aplicativo), areas e diametros minimo e maximo de 50 fibras nervosas de cada

animal. Foram selecionadas dez imagens movendo-se 0 cursor para cima, ora para
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direita, ora para esquerda, e de cada uma destas imagens foram escolhidas ao
acaso cinco fibras, sendo uma na regido central e uma em cada quadrante.

A digitalizacédo foi feita por um sistema de captura de imagens, Ipwin 32,
acoplado a um microcomputador Pentium Ill com processador de 700 MHz. As
imagens digitalizadas foram analisadas usando software da Jardel Scientific
Corporation, o SigmaScam Pro Image Analysis, versao 5.

Analise histolégica dos musculos

Os musculos tibiais craniais dos lados direito e esquerdo dos trés grupos
foram removidos, pesados e tiveram suas massas aferidas. Em seguida, foram
divididos em trés segmentos tomando-se o medial. Este foi diminuido até que
restasse um segmento cilindrico da parte central com aproximadamente oito
milimetros de comprimento por trés milimetros de diametro.

Apds serem resfriados em nitrogénio liquido, a 180°Celsius negativos, e
montados em suportes especiais, os musculos foram cortados transversalmente em
criostato Leica (CM1850) com 5 um de espessura e foram corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina.

Foi realizada a contagem do numero total de fibras musculares que
apareciam por inteiro na tela do monitor. Estas imagens haviam sido digitalizadas
previamente com microscopio de luz, da marca Leica-DMLB, ajustado com objetiva
de 40 vezes, em um aumento original de 400 vezes.

Os cortes transversais dos musculos tibiais craniais direito foram analisados
com microscopio de luz, da marca Leica-DMLB, ajustado com objetiva de 40 vezes,
em um aumento original de 400 vezes. Foram aferidas areas e didametros minimo e
méximo de 50 fibras musculares de cada animal. Foram selecionadas dez imagens
movendo-se 0 cursor para cima, ora para direita, ora para esquerda, e de cada uma
destas imagens foram escolhidas ao acaso cinco fibras, sendo uma na regiéo central

e uma em cada quadrante.
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Analise estatistica

A partir dos resultados obtidos foram calculadas medidas representativas tais
como médias e desvios padrdes. Em relacdo as variaveis diametros, area, peso,
laténcia, duracdo e amplitude, os grupos foram comparados através da técnica da
andlise de variancia. Quando esta andlise detectou diferencas significativas, foram
aplicados os testes de Tukey e Dunnett para as comparagfes multiplas entre as
médias. Especificamente, o teste de Dunnett foi utilizado para as comparacdes
envolvendo os tratamentos com o grupo controle. As discussfes foram realizadas

em nivel de 5% de significancia’.




4. Resultados
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4.1. Massa inicial dos ratos

A média e o desvio padrdo da massa inicial dos ratos, em gramas, no grupo
1, foi 184,50 g (+/- 18,35), no grupo 2 foi 187,10 g (+/- 18,57), no grupo 3 foi 190,50
g (+/- 22,35), ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
(Fig.14 e Tab.5).

Figural4: Médias das massas iniciais dos ratos

Tabela 5: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a massa inicial dos

ratos dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 184,50 x 18,35
2 187,10 x 18,57
3 190,50 x 22,35

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.2. Massa final dos ratos

A média e o desvio padrdo da massa final dos ratos, em gramas, no grupo 1
foi 466,50 g (+/- 50,12), no grupo 2 foi 450,30 g (+/- 32,90), no grupo 3 foi 466,80 g
(+/- 53,26), ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
(Fig.15 e Tab.6).

Massa Final
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Figura 15: Médias das massas finais dos ratos.

Tabela 6: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a massa final dos

ratos dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 466,50 x 50,12
2 450,30 x 32,90
3 466,80 x 53,26

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.3. Massa do Musculo Tibial Cranial Direito (MTCd)

A média e o desvio padrdo da massa do musculo tibial cranial direito, em
gramas, no grupo 1 foi 0,82g (+/- 0,10), no grupo 2 foi 0,449 (+/- 0,11), no grupo 3 foi
0,179 (+/- 0,07).

O resultado da analise de variancia (ANOVA), para a massa do MTCd, foi
significativo em nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05). A diferenca foi entre os
grupos 1, 2 e 3. Quando comparados os grupos 1, 2 e 3 a diferenca foi do grupo 1
superior ao grupo 2 e superior ao grupo 3, sendo este inferior para os demais (p <
0,05) (Fig.16 e Tab.7).

Massa do MTCd

1 0,82
0,8 ok
06 17— 0,44
04 T

0,17

02 +—

; | .

G1 G2 G3

Figural6: Médias das massas dos MTCd, para os grupos 1,2 e 3.

Tabela 7: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a massa do MTCd

dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 0,82 x 0,10
2 0,44y 0,11
3 0,17 z 0,07

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.4. Massa do Musculo Tibial Cranial Esquerdo (MTCe)

A média e o desvio padrdo da massa do musculo tibial cranial esquerdo, em
gramas, no grupo 1 foi 0,779 (+/- 0,10), no grupo 2 foi 0,759 (+/- 0,07), no grupo 3 foi
0,76g (+/- 0,11), ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas (p >
0,05) (Fig.17 e Tab.8).

Figural7: Médias das massas dos MTCe, para os grupos 1,2 e 3.

Tabela 8: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a massa do MTCe

dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 0,77 x 0,10
2 0,75 x 0,07
3 0,76 x 0,11

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.5. Massa do Musculo Tibial Cranial Direito x Massa do Musculo Tibial

Cranial Esquerdo

O resultado da analise de variancia (ANOVA), para a massa do MTCd versus

MTCe foi significativo em nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05). A diferenga foi
entre os grupos 2 e 3 (p < 0,05) (Fig.18 e Tab.9).

Figural8: Médias das massas dos MTCd x MTCe, para os grupos 1,2 e 3.

Tabela 9: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a massa do MTCd

versus MTCe dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes Valores médios  Desvios padrdes
Lado direito Lado Direito Lado Esquerdo  Lado Esquerdo

1 0,82 x 0,10 0,77 x 0,10

2 0,44y 0,11 0,75 xz 0,07

3 0,17 w 0,07 0,76 xv 0,11

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas

estatisticamente significativas.
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4.6. Morfometria do Musculo Tibial Cranial Direito

4.6.1. Area das fibras musculares

No grupo 1, a média da area das fibras musculares, em pm?, foi de 81,4 (+/-
44,02); no grupo 2 foi de 74,1 (+/- 63,25); no grupo 3 foi de 28,5 (+/- 20,82).

O teste de analise de variancia foi aplicado e mostrou diferencas significantes
nas comparagfes entre 0s grupos. Quando comparamos 0S grupos, ocorreu
diferenca entre o grupo 3, que teve média inferior aos demais grupos (p< 0,05)
(Fig.19 e Tab.10).

Figura 19: Médias das areas das fibras do muasculo tibial cranial direito.

Tabela 10: Grupos, valores médios e desvios padrbes referentes a area das fibras

do MTCd dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 81,4 x 44,02
2 74,1 X 63,25
3 28,5y 20,82

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.6.2. Diametro minimo das fibras musculares

No grupo 1, a média e o respectivo desvio padrdo do diametro minimo das
fibras musculares, em um, foi de 8,3 (+/- 18,01); no grupo 2 foi de 7,9 (+/- 33,59); no
grupo 3 foi de 2,9 (+/- 15,86).

O resultado da andlise de variancia para esta variavel indicou diferencas
significativas (p< 0,05). O grupo 3 foi inferior e diferente dos demais. Ndo houve

diferencas entre os grupos 1 e 2(Fig.20 e Tab.11).

Figura 20: Médias do menor diametro das fibras do MTCd.

Tabela 11: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao menor diametro
das fibras do MTCd dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 8,3 x 18,01
2 7,9 X 33,59
3 29y 15,86

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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4.6.3. Diametro maximo das fibras musculares

No grupo 1, a média e o desvio padrdao do diametro maximo das fibras
musculares, em um, foi de 14,1 (+/- 44,52); no grupo 2 foi de 14,0 (+/- 75,92); no
grupo 3 foi de 5,5 (+/- 31,40).

A analise de variancia, para o diametro méximo, foi significante ao nivel de
5% de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e
mostraram diferencas significantes nas comparacdes entre o grupo 3 e 0s demais.
Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenca estatisticamente significante (p >0,05)
(Fig.21 e Tab.12).

Figura 21: Médias do maior didmetro das fibras do MTCd.

Tabela 12: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao maior diametro

das fibras do MTCd dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 14,1 x 44,52
2 14,0 x 75,92
3 55y 31,4

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
4.7. Morfometria do Nervo Fibular Comum Direito
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4.7.1. Area das fibras nervosas

No grupo 1, a média da area das fibras nervosas, em um?, foi de 34,2 (+/-
30,18); no grupo 2 foi de 24,7 (+/- 35,96); no grupo 3, no coto proximal foi de 15,3 (+/-
26,12); no coto distal foi de 13,5 (+/- 25,17).

O teste de andlise de variancia foi aplicado e mostrou diferencas significantes
nas comparacoes entre os grupos. O grupo 1 foi maior que os demais grupos. N&o
houve diferenca entre os grupos 2 e 3(Fig.22 e Tab.13).

Figura22: Médias das &reas das fibras do nervo fibular comum direito.

Tabela 13: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a area das fibras

nervosas do nervo fibular comum direito para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 34,2 x 30,1
2 24,7y 35,9
3-Proximal 153y 26,1
3-Distal 13,5y 25,1

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.7.2. Diametro minimo das fibras nervosas
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No grupo 1, a média e o respectivo desvio padrdo do didmetro minimo das
fibras nervosas, em um, foi de 4,5 (+/- 4,42); no grupo 2, foi de 2,6 (+/- 4,27); no
grupo 3, no coto proximal foi de 2,0 (+/- 3,3), no coto distal foi de 1,8 (+/- 4,1).

O resultado da analise de variancia para esta variavel indicou diferencas entre
0s grupos. O grupo 1 foi maior que os demais grupos. Nao houve diferenca entre os
grupos 2 e 3(Fig.23 e Tab14).

Figura 23: Médias do menor didmetro das fibras do nervo fibular
comum direito.

Tabela 14: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao menor diametro

das fibras nervosas do nervo fibular comum direito para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 4,5 x 4,4
2 2,6y 4,2
3-Proximal 20y 3,3
3-Distal 1,8y 4,1

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.7.3. Diametro maximo das fibras nervosas




Resultados 57

No grupo 1, a meédia e o desvio padrédo do didametro maximo das fibras
nervosas, em um, foi de 6,1 (+/- 9,2); no grupo 2 foi de 4,8 (+/- 7,1); no grupo 3, no
coto proximal foi de 2,8 (+/- 5,0); no coto distal foi de 2,6 (+/- 4,6).

O teste de andlise de variancia foi aplicado e mostrou diferencas significantes
nas comparacgoes entre os grupos. O grupo 1 foi maior que os demais grupos. Nao
houve diferenca entre os grupos 2 e 3(Fig.24 e Tab.15).

Figura 24: Médias do maior didmetro das fibras do nervo fibular
comum direito.

Tabela 15: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao maior diametro

das fibras nervosas do nervo fibular comum direito para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 6,1 X 9,2
2 4,8y 7.1
3-Proximal 28y 50
3-Distal 26y 4.6

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.8. Contagem do numero de fibras musculares por campo
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No grupo 1, a média da contagem do numero de fibras musculares foi de 25,95
(+/- 6,1); no grupo 2 foi de 27,00 (+/- 7,73) e no grupo 3 foi de 138,15 (+/- 58,16).

A anadlise de variancia para a contagem do numero de fibras musculares foi
significante ao nivel de 5% de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett
foram aplicados e mostraram diferencas significantes nas comparagdes entre o

grupo 3 e os demais. Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenga(Fig.25 e Tab.16).

Contagem N2 Fibras
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Figura25: Valores médios do nimero de fibras musculares.

Tabela 16: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a contagem do

numero de fibras musculares para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 25,9 x 6,10
2 27,0 x 7,73
3 138,1y 58,16

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9. Walking Track Analysis (Exame de Marcha)

4.9.1. De Medinaceli
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4.9.1.1. Periodo pré operatorio

Exame funcional e quantitativo da marcha dos ratos do grupo 1 segundo De
Medicnaceli (IFI) no periodo pré operatério a média foi de -7,86 (+/- 23,35); no grupo
2 foi de -16,74 (+/- 33,33) e no grupo 3 foi de -4,88 (+/- 28,10), ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Fig.26 e Tab.17).

Figura26: Valores médios do WTA- periodo pré operatorio.

Tabela 17: Grupos, valores médios e desvios padrfes referentes ao Walking Track

Analysis periodo pré operatério para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 -7,86 X 23,35
2 -16,74 X 33,33
3 -4,88 X 28,10

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.1.2. Periodo 30 dias- pds operatério
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O indice funcional do isquiatico no periodo de 30 dias de pOs operatorio no
grupo 1 a média foi de -6,66 (+/- 36,32); no grupo 2 foi de -32,77 (+/- 48,17) e no
grupo 3 foi de -119,28 (+/- 40,84).

A analise de variancia para o exame de marcha foi significante ao nivel de 5%
de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e
mostraram diferencas significantes nas comparac¢des entre o grupo 3 e 0s demais.

Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenca(Fig.27 e Tab.18).
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Figura 27: Valores médios do WTA- periodo 30 dias pds operatorio.

Tabela 18: Grupos, valores médios e desvios padrbes referentes ao Walking Track

Analysis- periodo 30 dias pds operatorio para 0s trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 -6,66 X 36,32
2 -32,77 X 48,17
3 -119,28 y 40,84

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.1.3. Periodo 60 dias- pds operatério
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Exame funcional da marcha dos ratos do grupo 1 no periodo de 60 dias de
pés operatdrio a média foi de -14,65 (+/- 30,03); no grupo 2 foi de -12,18 (+/- 56,19)
e no grupo 3 foi de -124,82 (+/- 34,56).

O teste de andlise de variancia foi aplicado e mostrou diferencas significantes
nas comparacgoes entre os grupos. O grupo 3 foi maior que os demais grupos. Nao
houve diferenga entre os grupos 1 e 2(Fig.28 e Tab.19).

Figura 28: Valores médios do WTA- periodo 60 dias pds operatorio.

Tabela 19: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao Walking Track

Analysis- periodo 60 dias pés operatorio para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 -14,65 x 30,03
2 -12,18 x 56,19
3 124,82 y 34,56

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.1.4. Periodo 90dias- p6s operatorio
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O indice funcional do isquiatico no periodo de 90 dias de pds operatorio no
grupo 1 a média foi de -0,93 (+/- 26,56); no grupo 2 foi de -18,23 (+/- 42,43) e no
grupo 3 foi de -124,25 (+/- 35,40).

A analise de variancia para o exame de marcha foi significante ao nivel de 5%
de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e
mostraram diferencas significantes nas comparacdes entre o grupo 3 e 0os demais.
Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenca(Fig.29 e Tab.20).

Figura 29: Valores médios do WTA- periodo 90 dias pds operatorio.

Tabela 20: Grupos, valores médios e desvios padrfes referentes ao Walking Track
Analysis- periodo 90 dias pés operatorio para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 -0,93 x 26,56
2 -18,23 X 42,43
3 -124,25 y 35,40

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

49.1.5. WTA — Todos os Periodos
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Exame funcional da marcha dos ratos em todos os periodos estudados

durante a pesquisa esta representado na tabela abaixo(Fig.30 e Tab.21).

Figura 30: Valores médios do WTA- todos os periodos.

Tabela 21: Grupos e valores médios referentes ao Walking Track Analysis- todos os

periodos em estudo

Pré 30 Dias 60 Dias 90 Dias
Grupo 1 -7,86 X -6,66 X -14,65 x -0,93 x
Grupo 2 -16,74 x -32,77 X -12,18 x -18,23 x
Grupo 3 -4,88 x -119,28 'y -124,82 'y -124,25y

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.2. Bain
4.9.2.1. Periodo pré operatério
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Exame funcional e quantitativo da marcha dos ratos do grupo 1 de acordo
com a férmula de Bain (SFI) no periodo pré operatério a média foi de 11,51 (+/-
20,74); no grupo 2 foi de 14,26 (+/- 26,18) e no grupo 3 foi de 3,29 (+/- 19,26), nédo

apresentando diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Fig.31 e Tab.22).

Figura 31: Valores médios do WTA- periodo pré operatorio.

Tabela 22: Grupos, valores médios e desvios padrfes referentes ao Walking Track
Analysis periodo pré operatério para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 11,51 x 20,74
2 14,26 x 26,18
3 3,29 X 19,26

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.2.2. Periodo 30 dias-p6s operatoério
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O indice funcional do isquiatico no periodo de 30 dias de pOs operatorio no
grupo 1 a média foi de 4,25 (+/- 39,08); no grupo 2 foi de -24,98 (+/- 36,56) e no
grupo 3 foi de -43,60 (+/- 33,01).

A analise de variancia para o exame de marcha foi significante ao nivel de 5%
de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e
mostraram diferencas significantes nas comparacdes entre o grupo 1 e os demais.

Entre os grupos 2 e 3 ndo houve diferenca(Fig.32 e Tab.23).

Figura 32: Valores médios do WTA- periodo 30 dias pds operatorio.

Tabela 23: Grupos, valores médios e desvios padrbes referentes ao Walking Track
Analysis- periodo 30 dias pés operatorio para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 4,25 y 39,08
2 -24,98 X 36,56
3 -43,60 x 33,01

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.2.3. Periodo 60dias- p6s operatorio
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Exame funcional da marcha dos ratos do grupo 1 no periodo de 60 dias de
p6s operatério a média foi de 0,77 (+/- 25,93); no grupo 2 foi de 3,04 (+/- 28,00) e no
grupo 3 foi de -37,07 (+/- 40,09).

O teste de andlise de variancia foi aplicado e mostrou diferencas significantes
nas comparagdes entre os grupos. O grupo 3 foi menor que os demais grupos. Nao
houve diferenga entre os grupos 1 e 2(Fig.33 e Tab.24).

Figura 33: Valores médios do WTA- periodo 60 dias pds operatorio.

Tabela 24: Grupos, valores médios e desvios padrfes referentes ao Walking Track

Analysis- periodo 60 dias pds operatorio para 0s trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 0,77 x 25,93
2 3,04 x 28,00
3 -37,07 y 40,09

Para cada varidvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.2.4. Periodo 90dias- pds operatoério
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O indice funcional do isquiatico no periodo de 90 dias de pds operatorio no
grupo 1 a média foi de 10,04 (+/- 28,48); no grupo 2 foi de 10,22 (+/- 17,36) e no
grupo 3 foi de -40,30 (+/- 39,98).

A analise de variancia para o exame de marcha foi significante ao nivel de 5%
de significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e
mostraram diferencas significantes nas comparacdes entre o grupo 3 e 0os demais.

Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenca(Fig.34 e Tab.25).

Figurav34: Valores médios do WTA- periodo 90 dias pés operatorio.

Tabela 25: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes ao Walking Track

Analysis- periodo 90 dias pés operatorio para os trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 10,04 x 28,48
2 10,22 x 17,36
3 -40,30 vy 39,98

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.9.2.5 WTA-Todos os Periodos
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Exame funcional da marcha dos ratos em todos os periodos estudados

durante a pesquisa esta representado na tabela abaixo(Fig.35 e Tab.26).

Figura 35: Valores médios do WTA- todos os periodos.

Tabela 26: Grupos e valores meédios referentes ao Walking Track Analysis- todos os

periodos em estudo

Pré 30 Dias 60 Dias 90 Dias
Grupo 1 11,51 x 4,25 'y 0,77 X 10,04 x
Grupo 2 14,24 x -24,98 X 3,04 x 10,22 x
Grupo 3 329 y -43,60 X -37,07y -40,30 vy

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.10. Analise Neurofisiolégica - condu¢éo nervosa motora

4.10.1. Momento 1 (Logo ap6s o procedimento cirurgico)
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Laténcia
A média e o desvio padrao da laténcia, em ms, no grupo 1 foi de 1,61 (+/-
0,11), no grupo 2 foi 3,18 (+/- 1,81), no grupo 3 foi 2,45 (+/- 1,93).
A andlise de variancia para laténcia foi significante ao nivel de 5% de
significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e mostraram
diferencas significantes nas comparacgdes entre os grupos. O grupo 1 foi menor que

0s demais grupos. Entre os grupos 2 e 3 nao houve diferenca(Fig.36 e Tab.27).

Figura 36: Valores médios da Laténcia.

Tabela 27: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes

a laténcia dos trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 1,61 x 0,11
2 3,18 y 1,81
3 2,45 y 1,93

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Duracao
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A média e o desvio padrao da duracdo, em ms, no grupo 1 foi 2,11 (+/- 0,51),
no grupo 2 foi 5,06 (+/- 4,49), no grupo 3 foi 3,69 (+/- 3,13).

A andlise de variancia para duracdo foi significante ao nivel de 5% de
significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e mostraram
diferencas significantes nas comparacgdes entre os grupos. O grupo 1 foi menor que
0s demais grupos. Entre os grupos 2 e 3 ndo houve diferenca(Fig.37 e Tab.28).

Figura 37: Valores médios referentes a duragéo.

Tabela 28: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a duracdo dos trés

grupos.
Grupos Valores médios Desvios padrdes

1 2,11 x 0,51

2 5,06y 4.49

3 3,69y 3,13

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Amplitude
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A média e o desvio padrdo da amplitude, em milivolts, no grupo 1 foi 24,58
(+/- 7,64), no grupo 2 foi 4,83 (+/- 9,13), no grupo 3 foi 3,36 (+/- 3,06).

O teste ANOVA para a amplitude do potencial de acdo muscular dos ratos
dos grupos em estudo apresentou diferencas significativas (p< 0,05). A diferenca
ocorreu entre o grupos 1 para os demais. Entre os grupos 2 e 3 nao houve
diferenca(Fig.38 e Tab.29).

Figura 38: Valores médios referentes a amplitude.

Tabela 29: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a amplitude dos
trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 24,58 X 7,64
2 4,83 vy 9,13
3 3,36 vy 3,06

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.10.2 Momento 2 (Antes do Sacrificio)
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Laténcia

A média e o desvio padrao da laténcia, em ms, no grupo 1 foi de 1,94 (+/- 0,58),
no grupo 2 foi 2,69 (+/- 2,52), no grupo 3 foi 3,24 (+/- 2,59), ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Fig.39 e Tab.30).

Figura 39: Valores médios da Laténcia.

Tabela 30: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a laténcia dos trés

grupos.
Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 1,94 x 0,58
2 2,69 x 2,52
3 3,24 X 2,59

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Duracao
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A média e o desvio padrao da duracdo, em ms, no grupo 1 foi 2,89 (+/- 1,20),
no grupo 2 foi 3,30 (+/- 1,30), no grupo 3 foi 5,40 (+/- 3,04).

A andlise de variancia para duracdo foi significante ao nivel de 5% de
significancia (p <0,05). Os testes de Tukey e Dunnett foram aplicados e mostraram
diferencas significantes nas comparacgdes entre os grupos. O grupo 3 foi maior que
0s demais grupos. Entre os grupos 1 e 2 ndo houve diferenca(Fig.40 e Tab.31).

Figura 40: Valores médios referentes & duragéo.

Tabela 31: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a duracao dos trés

grupos.
Grupos Valores médios Desvios padrdes

1 2,89 x 1,20

2 3,30 x 1,30

3 540y 3,04

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Amplitude
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A média e o desvio padrdo da amplitude, em milivolts, no grupo 1 foi 25,71
(+/- 12,39), no grupo 2 foi 16,77 (+/- 10,61), no grupo 3 foi 3,94 (+/- 5,24).
O teste ANOVA para a amplitude do potencial de acdo muscular dos ratos

dos grupos em estudo apresentou diferencas significativas (p< 0,05) (Fig.41 e
Tab.32).

Figura 41: Valores médios referentes a amplitude.

Tabela 32: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a amplitude dos
trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 25,71 x 12,39
2 16,77y 10,61
3 3,94 z 5,24

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.11. Exame Neurofisiolégico/ambos os momentos
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O resultado da analise de variancia (ANOVA), para a laténcia, duracao e

amplitude do potencial de acdo muscular comparado-se os dois momentos, 1 e 2, foi

significativo em nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05) (Tab.33).

Tabela 33: Grupos, valores médios referentes a laténcia, duragdo e amplitude do

momento 1 versus momento 2 dos trés grupos.

Laténcia | Laténcia | Duracédo | Duracao | Amplitude | Amplitude
1) 2) 1) 2) (1) 2)
1,61 x 194y 2,11 x 2,89y 24,58 x 25,71 x
3,18 x 2,69 x 5,06 x 3,30y 4,83 x 16,77 y
G3 2,45 x 3,24 x 3,69 x 5,40 x 3,36 x 3,94 X

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

4.12. Temperatura
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Momento 1 — Inicio do Experimento
A média e o desvio padrdo para temperatura, em graus Celsius, no grupo 1 foi

34,58 (+/- 1,56), no grupo 2 foi 34,38 (+/- 1,52), no grupo 3 foi 34,45 (+/- 1,11), ndo
apresentando diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Fig.42 e Tab.34).

Figura 42: Valores médios referentes a temperatura.

Tabela 34: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a temperatura dos

trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 34,58 x 1,56
2 34,38 x 1,52
3 34,45 x 1,11

Para cada variavel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.

Momento 2 — Antes do Sacrificio
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A média e o desvio padrdo para temperatura, em graus Celsius, no grupo 1 foi
33,81 (+/- 1,58), no grupo 2 foi 33,48 (+/- 1,47), no grupo 3 foi 32,67 (+/- 1,33), ndo

apresentando diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) (Fig.43 e Tab.35).

Figura 43: Valores médios referentes a temperatura.

Tabela 35: Grupos, valores médios e desvios padrdes referentes a temperatura dos

trés grupos.

Grupos Valores médios Desvios padrdes
1 33,81 x 1,58
2 33,48 x 1,47
3 32,67 X 1,33

Para cada variadvel, médias seguidas da mesma letra ndo indicam diferencas
estatisticamente significativas.
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5.1. Discussao do Método

O rato foi escolhido para este estudo por ser animal resistente, que ocupa
pouco espaco, vantagem que se acentua em amostras de numero elevado e
estudos de longa duracdo, o que estd em concordancia com Ellis & MaCaffrey’.
Além disso, as estruturas morfolégicas dos nervos periféricos dos ratos se
assemelham muito as dos nervos dos seres humanos, no qual a regeneragao
nervosa natural desses animais é muito rapida e pode atingir o normal™.

Os animais eram todos do sexo masculino, para que ndo houvesse
interferéncia das variacdes hormonais presentes no sexo feminino. Este cuidado tem
sido tomado por diversos outros autores’®.

Optou-se pelo nervo fibular por ser de facil acesso e Unico a inervar o
musculo tibial cranial. Assim, alteracfes determinadas neste nervo repercutem-se
neste muasculo® ",

A morfometria, mais especificamente a afericdo da area, didmetros maximo e
minimo das fibras musculares, foi utilizada por exprimir o trofismo destas fibras. A
contagem das fibras musculares por campo microscopico foi empregada por ser
método rapido, facil na sua execucdo e também expressar o trofismo destas fibras®.

A principal meta do estudo da regeneragdo nervosa é descobrir uma técnica
adequada de reparo em lesdes de nervos periféricos que traga como resultado a
recuperacao funcional das estruturas por ele inervadas. Com isso, o Walking Track
Analysis foi escolhido por representar o aspecto funcional do masculo™.

Foi mensurada a temperatura, pois existem estudos que relatam a
interferéncia da temperatura corporal e podem provocar reac¢des diversas nos

animais podendo assim mascarar resultados cruciais para o estudo®.

O estudo neurofisiolégico foi utilizado por representar o estado trofico e

funcional do musculo, tendo sido empregado por inimeros autores®>°%"

. Quando
ocorrem desnervacgles, ha decréscimo dos potenciais de unidades motoras e na
reinervacao estes potenciais aumentam de amplitude®.

A escolha pelo eletrodo de agulha deu-se pela necessidade de detecg¢ao dos
potenciais eletromiograficos individuais. Quando se utilizam eletrodos de superficie,

0 exame determina apenas atividade motora, ao contrario dos eletrodos de agulha,
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gue além de averiguar a atividade motora, registram se a inervacéo esta normal ou
n&o>. Além disso, o eletrodo de agulha extrai os dados especificos do misculo em
estudo sem interferéncias de outras estruturas, ao contrario da utilizacdo de
eletrodos de superficie que podem ndo atingir Unica e exclusivamente o musculo

e/ou nervo requerido®.
5.2. Discusséao dos resultados
5.2.1. Massa inicial e final dos ratos

A massa inicial e final dos ratos dos trés grupos estudados ndo mostrou
diferencas estatisticas, comprovando-se, assim, a homogeneidade da amostra. Este
detalhe é muito importante em estudos onde a massa de algum musculo € avaliada,
pois a mesma, habitualmente, corresponde & massa do animal®®.

A homogeneidade da massa final mostra também que os procedimentos

cirargicos nao prejudicaram o estado geral nutricional dos animais.
5.2.2. Massa do musculo tibial cranial
Direito

A massa do musculo tibial cranial direito mostrou diferencas entre 0s grupos.
Este resultado era esperado. O grupo 1, controle de normalidade foi o maior e o
grupo 3, controle de desnervacao, o menor, ambos corresponderam as expectativas.
No grupo 2, no qual houve a lesdo nervosa foi inferior ao grupo 1 (normalidade) e
superior ao grupo 3 (desnervado), ou seja, intermediario.

A massa do musculo tibial cranial do grupo 2, ap6s 90 dias de leséo, foi
inferior ao grupo 1 e superior ao grupo 3 (normal e desnervado, respectivamente),
mostrando que o método de lesdo nervosa foi eficiente para obter-se lesdo parcial
no masculo tibial cranial.

Este achado € de extrema importancia, pois pela primeira vez obteve-se leséo
muscular parcial apés 90 dias, 0 que sugere gque foi permanente em lesdes nervosas

parciais. Estes resultados abrem caminhos e/ou possibilidades para trabalho e
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pesquisas em lesdes musculares parciais que ocorrem em paralisias faciais, em
lesGes de plexo braquial, enfim, diversas outras patologias musculares.

Estudos com eletroestimulacdo em lesdes parciais e também cirurgias
determinando neurotizacdo muscular direta nestes musculos poderdo agora ser

realizadas, pois agora existe modelo experimental adequado.

Esquerdo

A massa do musculo tibial cranial esquerdo ndo mostrou diferencas entre os
grupos. Este resultado também era esperado, pois nos serviu de controle muscular
contra lateral. Os mausculos tibiais craniais esquerdos ndo sofreram nenhuma
intervencao cirargica.

O fato do musculo tibial cranial esquerdo néo ter mostrado diferenga revela
que os procedimentos realizados do lado direito ndo trouxeram prejuizos a este

musculo.

Direito X Esquerdo

Quando comparamos o musculo tibial direito com o esquerdo observamos
diferencas estatisticamente significativas entre as massas em ambos os grupos de
estudo.

O Unico grupo do lado direito que nao foi diferente do lado esquerdo foi o
grupo 1, controle de normalidade, demonstrando equivaléncia no trofismo muscular,
0 que ja era esperado pois este animal ndo sofreu nenhum procedimento cirargico.

Os musculos dos grupos 2 e 3 do lado direito foram diferentes dos respectivos
musculos contralaterais. Como era esperado o grupo 3 mostrou diferenca maior do

que o grupo 2, ja que o trofismo muscular neste ultimo foi maior do que aquele.

5.2.3. Temperatura
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Os resultados da temperatura nos dois momentos estudados nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Dados estes que revelam
que o0s animais se mantiveram numa temperatura padrdo durante os procedimentos
e gue, quando encontradas diferencas morfolégicas e /ou funcionais estas ndo séo
decorrentes de uma possivel alteracdo térmica. Fator de suma importancia em se
tratando de avaliacdo eletrofisioldgica, pois isso ja estd demonstrado que a

temperatura altera os resultados nestes estudos.

5.2.4. Morfometria do musculo tibial cranial direito

Em relacdo a area das fibras musculares, o grupo 1 foi superior ao grupo 3 e
semelhante ao grupo 2. Este achado reflete que o nimero de axénios diminuiu pela
lesdo provocada no nervo dos ratos do grupo 2 e, esse numero de axdnios menor
determinou atrofia de um significante nimero de fibras musculares, mas as fibras
remanescentes mantiveram a sua morfometria. Podemos atribuir estes resultados
por dois fatores. O primeiro deles é que ndo foram analisadas todas as fibras de
cada musculo, sendo analisadas amostras de fibras e certamente seriam obtidos
nameros diferentes. A segunda hipétese é que o desvio padrdo para este atributo foi
elevado e alguns destes valores interferiram na analise estatistica.

Vale ressaltar aqui que nao foram aferidas todas as fibras musculares de
cada musculo pelo nimero elevado de laminas. A opcdo por amostragem foi
adotada tentado suprir esta dificuldade.

O maior e menor didmetro estdo diretamente relacionados a area das fibras
musculares, portanto os resultados foram semelhantes aos achados descritos
anteriormente para a area.

De acordo com Junqueira & Carneiro®’, o aumento da area e do diametro
indica o trofismo muscular. Assim os baixos valores encontrados no grupo 3 indicam

atrofia muscular.

5.2.5. Contagem do numero de fibras musculares




Discussao 83

BN

Com relagdo a contagem do numero de fibras musculares, observou-se o
mesmo comportamento encontrado na morfometria do masculo tibial cranial direito.
Os grupos 1 e 2, controle de normalidade e grupo operado respectivamente, néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, enquanto o grupo 3 foi
superior aos demais. Embora pouco utilizado, este atributo, introduzido em 1989 por
Viterbo e cols., ou seja, a contagem das fibras que aparecem por inteiro num
determinado campo microscépio ou na tela de um monitor, € método sensivel e

rapido na sua execucao.

5.2.6. Morfometria do nervo fibular comum direito

Em relacdo a area das fibras nervosas, houve diferencas estatisticamente
significativas. O grupo 1 foi superior aos grupos 2 e 3. Nao houve diferenga quando
comparamos 0 grupo 2 ao grupo 3.

Os resultados do maior e menor diametro das fibras nervosas acompanharam
a area. Isto indica que o corte foi feito com pouca inclina¢do, o que demonstra a alta
gualidade da técnica histolégica empregada.

Uma hipétese para estes achados é que a amostragem foi insuficiente para

detectar as possiveis alteracoes.

5.2.7. Estudo neurofisiolégico

No resultado referente a laténcia, no momento 1, o grupo 1 teve resultado
menor que os demais grupos. Este fato, aliado a n&do termos encontrado diferencas
entre os grupos 2 e 3 reflete que este atributo é sensivel a qualquer lesdo nervosa,
esmagamento ou seccdo. Entretanto, ndo foi sensivel suficiente para detectar
alteracdes entre os diferentes momentos 1 e 2, no qual no momento 2 esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa.

Os resultados, do primeiro momento, estdo de acordo com Stashuk®,
segundo o qual o aumento da laténcia reflete retardo de conducéo elétrica.

Quanto a duracdo do potencial de acdo motor composto, as diferencas foram
estatisticamente significativas. Qualquer processo patolégico que diminua a

velocidade de conducdo de uma porcdo dos axdnios pode causar aumento na
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duracdo do PAMC®. As diferencas encontradas nos dois momentos demonstram
evidéncias que este atributo ndo tem especificidade adequada para detectar as
alteracOes estudadas.

Estudos eletrofisiolégicos concluiram que ratos mais jovens possuem uma
melhor regeneragdo funcional quando comparados com o0s ratos idosos.
Presumivelmente pela maior capacidade de seu sistema nervoso central em se
adaptar as novas situacdes®.

Em relacdo a amplitude do potencial de acdo muscular, os resultados
apresentaram diferencas significativas entre os grupos 1, 2 e 3. De acordo com a
literatura, a patologia nervosa que reduz o nimero de axdnios ativos resultaria em
uma atenuacao da amplitude.

Fica claro neste atributo a sensibilidade em detectar uma recuperacao parcial
no trofismo muscular do grupo 2, o qual sofreu lesdo. Apos 90 dias sua amplitude
demonstrou melhora suficientemente superior ao grupo desnervado, mas aquém do

grupo normal, evidenciando-se assim a leséo parcial.
5.2.8. Andlise Funcional da Marcha/ Walking Track Analysis

Na maioria dos estudos que envolvem regeneracdo de nervos periféricos sao
utilizados métodos histologicos e morfométricos. Métodos estes de grande
importancia estrutural, mas aquém com relacao as informacfes sobre a recuperacdo
funcional do 6rgao alvo.

O método de avaliacdo funcional tem se mostrado um instrumento confiavel
para avaliar o processo de regeneracdo nervosa periférica, pois tem baixo custo e é
de facil aplicabilidade’. Existem ainda métodos mais confidveis e precisos com
analises computadorizadas, mas sdo de alto custo e de dificil aquisicdo e requerem
tempo para manuseio do equipamento e treinamento prolongado para operalizacao
dos sistemas®®’.

Para a avaliagdo da recuperacdo funcional, utilizamos neste estudo o indice

|.40

Funcional do Ciatico (IFC), desenvolvido por De Medinaceli et al.” e modificado

posteriormente por outros autores3®®

, permitindo assim avaliar de forma satisfatoria
a recuperacdo do nervo citico, tibial e fibular em funcdo do tempo. Foram
empregados neste estudo dois métodos de avaliacdo; o método De Medinaceli et

al.*® associado ao método de Bain et al.*.
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As imagens coletadas foram pré selecionadas e analisadas por um mesmo
avaliador através da andlise cega, no qual o avaliador néo tinha conhecimento de
qual grupo pertencia a imagem avaliada.

Na avaliacdo funcional da marcha no periodo pré operatério, em ambas as

1.4° ¢ Bain et al.*®

formulas (De Medinaceli et a ) ndo atingiu o valor zero. Nos casos
em que ndo h& lesdo este valor ndo é atingido. Quando isso ocorre, atribui-se a
falhas na utilizacdo das férmulas™.

A avaliacao funcional da marcha no periodo de 30 dias ap0s cirurgia, em
ambas as férmulas, ocorrem perdas funcionais, onde os valores distanciam-se do
zero, nos grupo 2 e 3. Ao contrario do grupo 1, controle de normalidade, que se
aproxima do valor zero.

Quando analisamos os periodos seguintes, 60 e 90 dias, as férmulas se

contradizem. Conforme De Medinaceli et al.*°

, hos grupos 2 e 3 os valores
continuam se distanciando do marco zero, enquanto que na férmula de Bain et al.*
nestes respectivos grupos, 2 e 3, comecam a ocorrer melhora funcional no periodo
de 60 dias e é reproduzida com 90 dias. Isto indica que a férmula de Bain et al.* foi
mais sensivel ao detectar esta melhora funcional.

Analisando conjuntamente os resultados, podemos destacar a sensibilidade
dos atributos como a massa do musculo tibial cranial, a amplitude do potencial de

acdo muscular e o walking track analysis segundo a férmula de Bain et.al.*

para
detectar a recuperacao funcional e delimitar a leséo parcial.

A importancia dos resultados deste trabalho, nas diversas aplicacdes clinicas,
nas desnervacdes parciais como nos casos de paralisias faciais, lesdes de plexos
braquiais dentre outros, merece destaque, pois com este modelo podemos introduzir
inUmeras intervencdes, clinicas ou cirdrgicas com finalidades regenerativas,
pensando ndo somente nos aspectos estruturais do 6rgao lesado, mas sim em sua

funcionalidade.




6. Conclusdo
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Com o modelo experimental utilizado, conclui-se que:

e A leséo parcial realizada no nervo fibular comum determinou leséo
parcial no musculo tibial cranial.

e O teste de Bain et al.*® foi mais sensivel que o teste de De Medinaceli

et al.*°.

e A amplitude do potencial de acdo muscular, a massa do musculo tibial
cranial e a analise de marcha (teste de Bain et al.*®) foram mais

sensiveis do que os outros atributos.
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