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Epígrafe 



“Mire a lua. Mesmo se você errar, 

você ficará entre as estrelas.” 

(Les Brown) 

http://www.frasesdepensadores.com.br/pensador/frases-de-les-brown/


RESUMO 

Os nervos periféricos são comumente acometidos por lesões que acarretam interrupção do 
impulso nervoso. Dentre as causas mais comuns, estão: traumas, estiramento, pinçamento, 
compressão e esmagamento, resultando em comprometimento do sistema neuromuscular. 
A recuperação tanto morfológica quanto funcional após este tipo de lesão raramente é 
completa, sendo um desafio para clínica médica. A maior parte da literatura tem como foco o 
estudo da recuperação nervosa e muscular, havendo poucas referências em relação às 
junções neuromusculares (JNM). Além disso, outros procedimentos vêm sendo testados 
como uma forma de minimizar os danos causados pelo uso da sutura. Dentro desta 
proposta este estudo teve como objetivo avaliar o uso do selante de fibrina (CEVAP) 
associado ao número reduzido de pontos (1 ponto), quando comparado a sutura 
convencional (3 pontos), após lesão do nervo isquiático. Foram utilizados 36 ratos Wistar 
machos adultos, divididos em 4 grupos experimentais: Controle (C), Desnervado (D); Sutura 
(S) e Sutura + Selante de Fibrina (SFS).  No grupo C, foi realizada apenas incisão superficial
no antímero direito, afastamento da musculatura e localização do nervo isquiático. No grupo
D foi realizada neurotmese do nervo isquiático (gap de 6 mm).  No grupo S foi realizada
transecção completa do nervo isquiático direito e após 7 dias foi efetuada anastomose
epineural do mesmo. No grupo SFS, a reconstrução nervosa foi realizada com um ponto de
sutura, seguida da aplicação do selante de fibrina CEVAP (Centro de Estudos de Venenos e
Animais Peçonhentos) - UNESP – Botucatu. Antes da realização dos procedimentos
cirúrgicos e nos 15°, 30°e 60° dia após a secção e sepultamento nervoso foi realizada
análise no Catwalk de todos os animais de acordo com os grupos experimentais. Decorrido
o período experimental (60° dia) os animais foram anestesiados para análise
eletroneuromiografica e a seguir eutanasiados. Os nervos isquiáticos, ramos musculares do
nervo tibial para o músculo sóleo e os músculos sóleos dos antímeros direitos, foram
coletados e submetidos a: a) análise morfológica (esterase inespecífica) e morfométrica das
JNMs através de microscopia de luz e de transmissão; b) análise morfológica e
morfométrica das fibras musculares (HE); c) frequência dos tipos de fibra muscular (Fast e
Slow); c) quantificação da porcentagem de colágeno no tecido muscular; d) expressão
proteica: PaX7 e PCNA (Western Blotting); e) análise morfológica e morfométrica dos
nervos(tetróxido de ósmio). As análises eletroneuromiográficas revelaram que os valores de
amplitude e latência dos grupos S e SFS foram semelhantes entre si, sendo indicativos de
regeneração. As análises do Catwalk indicaram que houve déficit funcional em todos os
grupos lesão (D, S e SFS), ao final do período experimental. A análise morfológica do ramo
muscular do nervo tibial mostrou que os grupos S e SFS se aproximaram do C, e os valores
da razão G se mantiveram dentro do padrão de normalidade. A mesma análise no nervo
isquiático mostrou valores superiores referentes á área e diâmetro dos axônios e fibras
nervosas no grupo SFS em relação ao grupo S, com todos os grupos apresentando também
a razão G dentro da faixa de normalidade. Nos grupos S e SFS houve aumento do peso
muscular, da área das fibras musculares e diminuição da porcentagem de colágeno em
relação ao grupo D. Nas JNMs houve restabelecimento dos botões sinápticos e indicativo de
aumento da área das mesmas. Houve aumento da frequência de fibras Fast nos grupos
lesão, havendo também presença de “type grouping” nos mesmos. A quantificação das
proteínas PaX7 e PCNA não mostrou diferença entre os grupos. Os resultados do nosso
estudo permitiram concluir que houve um restabelecimento do impulso nervoso, além da
regeneração axonal, que foi tão eficiente no grupo SFS quando comparado ao grupo S, com
valores superiores no grupo SFS na área da lesão (nervo isquiático). Sendo indicativo de um
efeito protetor no local da lesão devido ao uso de selante de fibrina heterólogo. Pode-se
considerar que o uso deste selante permite a diminuição do número de pontos reduzindo o
trauma causado pela agulha, e acelerar a prática cirúrgica. Portanto, o selante de fibrina
heterólogo deve ser considerado na reconstrução nervosa após a lesão do nervo periférico.



Abstract 

Peripheral nerves are commonly affected by injuries that lead to interruption of the nerve 
impulse. Among the most common causes are: trauma, stretching, pinching, compression 
and crushing, resulting in impairment of the neuromuscular system. Both morphological and 
functional recovery after this type of injury is rarely complete and a challenge for medical 
practice. Most of the literature focuses on the study of nerve and muscle recovery, with few 
references to neuromuscular junctions (NMJs). In addition, other procedures have been 
tested as a way to minimize the damages caused by the use of suture. The aim of this study 
was to evaluate the use of fibrin selant (CEVAP) associated to reduced number of stitches (1 
point) when compared to conventional suture (3 stitches) after ischiatic nerve injury. Thirty-
six male adult Wistar rats were divided into four experimental groups: Control (C), 
Desnervate (D), Suture (S) and Suture + Fibrin Sealant (SFS). In group C, an only superficial 
incision was made in the right antimer, followed by distance from the musculature and 
location of the ischiatic nerve. In group D, ischiatic nerve neurotmesis (6 mm gap) was 
performed. In group S, a complete transection of the right ischiatic nerve was carried out and 
after 7 days an epineural anastomosis of the ischiatic nerve was performed. In the SSF 
group, the nerve reconstruction was performed with one suture point, followed by the 
application of CEVAP fibrin sealant (Unesp- Botucatu Center for the Study of Venoms and 
Venomous Animals). Before the surgical procedures and at the 15th, 30th and 60th day after 
sectioning and nervous burial, Catwalk analysis of all animals was made according to the 
experimental groups. After the experimental period (60th day) the animals were anesthetized 
for electromyography and then euthanized. The ischiatic nerves and the tibial nerve-muscle 
branch to the soleus muscle and the right antimer of soleus muscle were collected and 
submitted to a) morphological (non-specific esterase) and morphometric analysis of NMJs by 
light and transmission microscopy; b) morphological and morphometric analysis of muscle 
fibers (HE); c) quantification of the percentage of collagen in muscle tissue (Picrossirius 
Red); d) protein expression: PaX7 and PCNA (Western Blotting); e) morphological and 
morphometric analysis of the nerves (osmium tetroxide). Electromyography analyzes 
revealed that the amplitude and latency values of the S and SFS groups were similar to each 
other and were indicative of regeneration. Catwalk analysis indicated that there was a 
functional déficit in all groups presenting injury (D, S and SFS) at the end of the experimental 
period. The morphological analysis of the tibial nerve-muscle branch showed that the S and 
SFS showed to be similar to C group, and the G ratio remained within the normal range. The 
same analysis in the sciatic nerve showed higher values referring to the area and diameter of 
the axons and nerve fibers in the SFS group in relation to the S group, with all groups also 
presenting the G ratio within the normal range. In the S and SFS groups there was an 
increase in muscle weight, in the area of muscle fibers and a decrease in the percentage of 
collagen in relation to group D. In the NMJs there was a reestablishment of the terminal 
boutons and an indication of an increase in its area. There was an increase in the frequency 
of Fast fibers in the lesion groups, and there was a type grouping pattern of distribution in 
them as well. Quantification of the PaX7 and PCNA proteins showed no difference between 
the groups. Our study results allowed us to conclude that there was a reestablishment of the 
nerve impulse, in addition to axonal regeneration, which was as efficient in the SFS group 
when compared with the S group, with superior values in the SFS in the lesion area (ischiatic 
nerve). It is an indicative of a protective effect at the lesion site due to the heterologous fibrin 
sealant use. It can be considered that the decrease in the number of stitches is able to 
reduce the trauma caused by the needle, as well as accelerating the surgical practice. So the 
heterologous fibrin sealant used in nerve reconstruction should be considered after 
peripheral nerve injury. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

    Os músculos estriados esqueléticos são inervados por axônios cujos corpos 

celulares estão localizados na coluna anterior da medula espinal; estes axônios 

percorrem longas distâncias até atingirem as fibras musculares. A sinapse química 

de contato entre o axônio motor e a fibra muscular esquelética, é a estrutura 

funcionalmente especializada denominada de Junção Neuromuscular (JNM) a qual é 

morfologicamente distinta, sendo responsável pela transmissão de um sinal elétrico 

do neurônio motor para a fibra muscular promovendo a contração muscular 

(Malomouzh, 2012; Tintignac et al., 2015). 

Morfologicamente, as JNMs são formadas por três compartimentos: o 

compartimento pré-sináptico, onde estão presentes a terminação nervosa com as 

vesículas contendo o neurotransmissor responsável, a acetilcolina (ACh) e as 

células de Schwann, específicas desta região, denominadas células de Schwann 

terminais; o compartimento extracelular (fenda sináptica), preenchido pela lâmina 

basal, estando também ali a enzima acetilcolinesterase, responsável pela quebra da 

acetilcolina após a contração muscular; e o compartimento pós-sináptico, que 

compreende o sarcolema da fibra muscular com as dobras juncionais, onde se 

encontram os receptores de acetilcolina e o sarcoplasma que proporciona suporte 

estrutural e metabólico para a região pós-sináptica (Engel, 2008; Malomouzh, 2012). 

Para que ocorra a contração muscular a interação nervo músculo deve estar 

íntegra. Vários fatores podem provocar alterações nas JNMs, dentre eles as lesões 

nervosas periféricas (LNP), as quais resultam em uma perda da conexão entre o 

axônio e o músculo, levando a uma degeneração dessas estruturas (Ruven et al., 

2017).  

As LNPs são comumente resultantes de traumas após acidentes 

automobilísticos, lacerações com materiais cortantes e até mesmo em decorrência 

de quedas (Robinson, 2000). Considerado um quadro clínico comum, incide em 

aproximadamente 13,9 pessoas a cada 100 mil anualmente (Asplund et al., 2009), e 

pode causar perdas sensoriais e ou motoras, além de dor crônica (Sullivan et al., 

2016; Uyanikgil et al., 2017). 

 Seddon (1942), introduziu uma classificação para as lesões nervosas, onde a 

neuropraxia é caracterizada pela interrupção da condução nervosa por uma lesão na 

bainha de mielina, sem descontinuidade axonal, apresentando recuperação rápida e 
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completa. Na axonotmese ocorre um bloqueio da condução nervosa decorrente de 

uma perda parcial na continuidade do axônio, sendo seguida do processo de 

degeneração Walleriana distal à lesão, a recuperação funcional nestes casos 

depende do crescimento axonal, e ocorre mais comumente associada a lesões por 

esmagamento e fraturas ósseas, sendo que a recuperação total é menos provável 

do que na neuropraxia. Já a neurotmese ocorre quando há transecção completa do 

nervo, havendo bloqueio da condução elétrica sendo então, considerada a forma 

mais grave de lesão nervosa. Este tipo de lesão não apresenta recuperação 

funcional espontânea, tornando-se necessária intervenção cirúrgica. 

Quando os neurônios motores são desligados de suas fibras musculares por 

lesão de um nervo periférico, eles frequentemente se regeneram e se reconectam 

com as fibras musculares. Os axônios em regeneração, normalmente, seguem os 

tubos endoneurais ("tubos das células de Schwann") que anteriormente ocupavam 

(Nguyen et al., 2002). Quando os axônios se aproximam dos locais das sinapses, há 

frequentemente uma remodelação desses contatos. O grau dessa remodelação 

depende de quão rapidamente os sítios são reinervados; reinervação rápida leva a 

uma melhor remodelação, enquando a reinervação tardia, provoca mudanças mais 

profundas no sítio sináptico, dificultando assim a regeneração (Rich e Lichtman, 

1989). 

Essa remodelação envolve uma reação inflamatória, onde, as células satélites 

são ativadas para reconstrução muscular, atuando na proliferação, diferenciação e 

fusão de novas miofibrilas (Charge e Rudnicki, 2004). Sendo ainda necessária, a 

presença de uma reinervação com JNMs maduras para as recém-formadas 

miofibrilas completarem seu processo de diferenciação e recuperação da força 

muscular (Lin et al., 2008). 

Embora haja um potencial de regeneração espontânea, a recuperação 

funcional após lesão nervosa é limitada em adultos (Ray e Mackinnon, 2010). Vários 

são os fatores limitantes desta recuperação: conexões inadequadas entre os 

axônios e o órgão-alvo; aderências teciduais e contraturas musculares decorrentes 

de longos períodos de imobilização e atrofia (Alluin et al., 2009). 

Dentre as alterações morfológicas, decorrentes deste tipo de lesão; nas fibras 

musculares, são observados decréscimo da secção transversal das mesmas, 

redução do número de mionúcleos e de células satélites, bem como redução do 

próprio peso do músculo desnervado (Gutmann e Zelena, 1962; Anzil e Wernig, 
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1989; Borisov e Carlson, 2000; Schmalbruch e Lewis, 2000; Ma et al., 2007); além 

de progressiva atrofia e fibrose (Gutmann, 1948; Fu e Gordon, 1995; Burnett e 

Zager, 2004); ultraestruturalmente estão presentes desorganização de sarcômeros, 

dano mitocondrial e vacuolização (Moimas et al., 2013); Os tipos de fibras 

musculares também se alteram na desnervação, onde músculos de padrão 

predominantemente oxidativo, passam a apresentar um padrão mais equivalente de 

fibras oxidativas e glicolíticas. Já nos músculos de padrão predominantemente 

glicolítico, o número de fibras oxidativas tendem a aumentar (Pette e Vrbova, 1985; 

Windisch et al., 1998; Loughna e Morgan, 1999). 

Na fibra nervosa, logo após a secção do nervo se inicia a degeneração da 

bainha de mielina pelos macrófagos (Siemionow e Sonmez, 2007). No coto distal do 

axônio ocorre um processo autolítico, que leva a fragmentação do axônio; a área de 

contato sináptica é invadida por células de Schwann, que irão influenciar o 

crescimento axonal, através da ação de fatores neurotróficos a partir do coto 

proximal (Lundborg, 1987; Lundborg, 2000). Os axônios, a partir do nodo de 

Ranvier, começam a emitir ramificações em direção ao coto distal, continuando seu 

crescimento ao longo das bandas de Büngner, as quais são formadas pelas células 

de Schwann que se dividem e se organizam no interior de tubos de membrana 

basal, de forma linear (Lundborg, 1987; Ferreira, 2001; Rodrigues e Silva, 2001). 

Assim nos nervos pós-lesão poucas fibras nervosas estão presentes, normalmente 

em degeneração, de formato irregular, com diâmetro variado e associadas a grande 

quantidade de tecido conjuntivo (Maciel et al., 2013; Buchaim et al., 2015). 

Já em relação às JNMs foi demonstrado que a desnervação em longo prazo, 

leva a uma desorganização das mesmas, havendo redistribuição dos receptores de 

acetilcolina através da fibra muscular (Hartzell e Fambrough, 1972; Frank et al., 

1975; Steinbach, 1981; Kurimoto et al., 2015). Tem sido descrito ainda aumento da 

área e fragmentação da JNM, além de um aumento na profundidade da goteira 

sináptica (Ma et al., 2007). 

Com a finalidade de busca da reinervação e restituição da função nervosa e 

muscular, nos últimos dez anos, várias estratégias vêm sendo utilizadas (Ray e 

Mackinnon, 2010); Que em sua maioria fazem referência a tratamentos cirúrgicos 

baseados na reconstrução anatômica, auto-enxerto e guia de nervos, e nem sempre 

são capazes de restabelecer a força muscular e a capacidade de contração anterior 

à lesão (Bentolila et al., 1999; Kim et al., 2003; Kang et al., 2011; Griffin et al., 2013). 
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Quando a lesão é do tipo neurotmese, com preservação dos cotos nervosos, 

o padrão ouro de reconstrução utilizado é a neurorrafia término-terminal com uso de

sutura (Rafijah et al., 2013; Wu et al., 2014). Este tipo de neurorrafia só é possível 

de ser realizada em situações onde, não há tensão para aproximação dos cotos 

(Biscola et al., 2017), quando a tensão está presente, outras técnicas são utilizadas; 

entre elas: neurorrafia término-lateral (Viterbo et al., 1992), uso de enxertos e 

conduites (Grinsell e Keating, 2014). 

Embora seja considerada a técnica ideal para este tipo de lesão, o uso de 

sutura para reconstrução nervosa pode causar reações inflamatórias, incluindo a 

formação de granulomas e neuromas, levando nesse caso a um quadro de dor 

crônica (Nakamura et al., 2004; Chimutengwende-Gordon e Khan, 2012); Uma forma 

de minimizar os danos causados pelo uso da sutura seria a redução dos pontos 

utilizados para reconstrução (Biscola et al., 2017). Neste sentido a cola de fibrina 

surge como uma metodologia adjuvante, apresentando boa capacidade na adesão 

de tecidos e vem sendo amplamente utilizada na medicina desde a década de 70 

(Isaacs et al., 2008). Porém apresenta a desvantagem de apresentar em sua 

composição, o fibrinogênio derivado de sangue humano, o qual pode causar reações 

adversas (Nakamura et al., 2004; Chimutengwende-Gordon e Khan, 2012). Seu uso 

junto à sutura possibilita a redução do número de pontos, podendo até a substituir, 

mas ainda há aspectos controversos na literatura. 

Há relatos de que a associação entre a cola de fibrina (comercial) e a sutura é 

igualmente benéfica quando comparada ao uso apenas da cola, sugerindo ainda 

que o uso da cola promova maior regeneração axonal, sendo vantajoso quando 

comparado com a sutura (Martins et al., 2005), além de promover aumento na área 

das fibras nervosas lesionadas (Felix et al., 2013). Outros trabalhos relatam, porém 

que a regeneração nervosa é superior após o uso de sutura quando comparado à 

cola (Temple et al., 2004; Farrag et al., 2007; Nishimura et al., 2008). Estes estudos 

destacam principalmente uma menor resistência da cola à ruptura durante as 

primeiras semanas pós-operatórias (Nishimura et al., 2008). 

O Centro de Estudos de Animais Peçonhentos (CEVAP- UNESP- Botucatu-

SP) desenvolveu um novo adesivo de fibrina derivada do veneno da serpente 

Crotalus durissus terrificus, sendo considerado um selante biológico e 

biodegradável, que não produz reações adversas. Por ser livre de sangue humano, 

não é transmissor de doenças infecciosas, além de ter uma boa capacidade adesiva, 
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podendo ser utilizado junto a procedimentos de sutura tradicional (Barros et al., 

2009). Em sua composição o crioprecipitado contendo fibrinogênio e fatores de 

coagulação são derivados do sangue de búfalo, e a trombina responsável é 

substituída pela giroxina, uma proteína trombina-like capaz de clivar fibrinogênio em 

monômeros de fibrina (Ferreira, 2014). A utilização deste selante no reparo de LNP 

vem apresentando resultados bastante promissores (Vicente et al., 2008; Buchaim et 

al., 2015). 

Mesmo com os avanços nos procedimentos cirúrgicos, as reconstruções 

nervosas resultam apenas em torno de 51% de recuperação motora (Sakuma et al., 

2016). Enquanto muitos trabalhos mostram que há regeneração morfológica do 

nervo e do músculo isso não está associado a uma recuperação funcional, ainda 

que haja regeneração axonal, com as JNMs em aparência morfológica normal, a 

falha na ativação elétrica muscular persiste (Sakuma et al., 2016). Assim além do 

nervo e das fibras musculares, a JNM também deve ser considerada nestes tipos de 

análises, bem como a resposta funcional resultante dessas interações. O selante de 

fibrina surge como um potencial adjuvante ao processo de regeneração, quando 

associado à sutura, permitindo redução do número de pontos e atuando como um 

suporte, contribuindo para o microambiente de crescimento axonal (Biscola et al., 

2017). 

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a associação do selante 

de fibrina (CEVAP) com a sutura, quando comparado ao uso exclusivo da sutura, 

após lesão do nervo isquiático. Onde foram avaliados aspectos morfológicos e 

funcionais da interação neuromuscular. 
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