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RESUMO

Introducéo: As lesbes de nervos periféricos com perda de tecido nervoso séo
usuais e sempre ocasionam comprometimento de partes do organismo. O
tratamento considerado padréo ouro é o enxerto de nervo autdlogo, embora esta
técnica apresente resultado favoravel, exibe em alguns casos fatores limitantes. A
técnica de tubulizacdo tem demonstrado ser um método apropriado e alternativo na
pratica clinica proporcionando direcionamento e ambiente favoravel a regeneracao.
Varios autores defendem o emprego de enxertos venosos na reparagéo das lacunas
de nervos periféricos. Entretanto, sua potencialidade funcional é discutida. Por outro
lado, a laminina e o colageno considerados fatores tréficos para o processo
regenerativo estdo presentes na regido externa das veias, e desta forma, pensou-se
ao inverter a veia e expor esses elementos troficos para a luz do enxerto poderia
gerar-se um meio mais favoravel a regeneracdo nervosa. Entdo, a comparacgéo faz-
se necesséaria para a obtencdo de respostas acerca dos reais beneficios de se
inverter a veia no ambito morfolégico quanto no funcional para o o6rgéo-alvo.
Objetivo: Comparar os resultados obtidos na regeneragédo nervosa utilizando-se
enxerto venoso ao avesso e enxerto venoso normal na tentativa de se estabelecer
qual proporciona um melhor micromeio para tal processo de regeneragdo muscular,
tanto no ambito morfolégico quanto funcional. Metodologia: Os animais foram
divididos em 4 grupos (n=12), sendo o GD, o controle de desnervagédo, GVI, o grupo
experimental que recebera a veia jugular ao avesso, GVN, o grupo experimental que
recebera a veia jugular normal e o GC, o grupo controle normal. As avaliagdes foram
realizadas em dois periodos, em 6 e 12 semanas pos-cirdrgicas, subdividindo-se os
grupos (n=6) para cada periodo estudado. Os resultados obtidos foram avaliados por
meio de andlise morfométrica por meio do didmetro menor e &rea da fibra muscular
e a area de tecido conjuntivo. Para a andlise funcional utilizou-se o indice Funcional
do Ciatico. Resultados: Os resultados da morfometria, da densidade do tecido
conjuntivo e da analise funcional mostram que néo existiu diferenca entre 0os grupos
GVI e GVN nos musculos estudados e que o muasculo séleo sofre uma maior atrofia
quando comparado com o musculo EDL. Conclusé&o: Tanto a veia normal quanto a
invertida sdo alternativas para a regeneragao nervosa e parece nao existir diferenca
ao se inverter a veia ou ndo na resposta da regeneragdo muscular e funcional.

Palavras Chave: tubulizacéo, reparo de nervo, musculo esquelético



ABSTRACT
Introduction: Lesions of peripheral nerves with loss of nervous tissue are common
and always cause impairment of parts of the body. The treatment considered gold
standard is the autologous nerve graft, although this technique presents a favorable
result, it exhibits in some cases limiting factors. The tubulization technique has been
shown to be an appropriate and alternative method in clinical practice, providing
guidance and an environment conducive to regeneration. Several authors defend the
use of venous grafts in the repair of the peripheral nerve gaps. However, its
functional potentiality is discussed. On the other hand, laminin and collagen
considered as trophic factors for the regenerative process are present in the external
region of the veins, and in this way, it was thought by inverting the vein and exposing
these trophic elements to the graft lumen could generate a More conducive to nerve
regeneration. Therefore, the comparison is necessary to obtain answers about the
real benefits of inverting the vein at the morphological and functional levels for the
target organ. Objective: To compare the results obtained in nerve regeneration
using intravenous venous graft and normal venous graft in an attempt to establish
which provides a better micromion for this process of muscle regeneration, both
morphologically and functionally. Method: The animals were divided into 4 groups (n
= 12), the GD, the denervation control, GVI, the experimental group receiving the
jugular vein inside out, GVN, the experimental group that will receive the normal
jugular vein and the GC, the normal control group. The evaluations were performed
in two periods, at 6 and 12 weeks postoperatively, subdividing the groups (n = 6) for
each period studied. The results were evaluated by morphometric analysis using the
smaller diameter and muscle fiber area and the connective tissue area. Functional
analysis was performed using the Functional Sciatic Index. Results: The results of
morphometry, connective tissue density and functional analysis show that there was
no difference between the GVI and GVN groups in the studied muscles and that the
soleus muscle suffers a greater atrophy when compared to the EDL muscle.
Conclusion: Both the normal and inverted veins are alternatives for nerve
regeneration and there seems to be no difference in whether to reverse the vein or

not in the response of muscle and functional regeneration.

Keywords: tubulization, nerve repair, muscle
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1 - INTRODUCAO

As lesbes de nervos periféricos com perda de tecido nervoso (neurotmese)
S&o usuais e sempre ocasionam comprometimento da sensibilidade e motricidade de
partes do organismo (SUNDERLAND, 1951; SUNDERLAND, 1978), além de
impacto negativo nas esferas previdenciaria e social (MELLO JORGE; LATORRE,
1994).

Muitas vezes essas lesbes diminuem a qualidade de vida dos individuos
acometidos, aos quais associam-se com perdas de produtividade e mudanga de
trabalho e/ou fungcdo e maiores gastos com a saude devido as sequelas
(ROSBERG et al., 2005).

Estima-se que nos Estados Unidos 20 milhdes de pessoas sofram de lestes
de nervos periféricos ocasionados pelos diversos tipos de traumas e desordens
médicas (LUNDBORG, 2003).

As causas mais comuns das lesbes de nervos periféricos ocorrem por
projeteis de armas de fogo, quedas, traumas contusos ou penetrantes e
principalmente por acidentes automobilisticos (MARIN; QUEIROZ, 2000;
KOUYOUMDJIAN, 2006).

As causas iatrogénicas também devem ser mencionadas. Na area
odontolégica, falhas e/ou motivos acidentais em procedimentos odontolégicos
como: exodontia de terceiros molares (SARIKOV; JUODZBALYS, 2014), colocagao
de implantes (YILMAZ et al., 2016), osteotomias em cirurgia ortognética (LEE et al.,
2016) e até mesmo a endodontia (LAMPERT et al, 2016), podem lesar
permanentemente nervos cranianos importantes da regido de cabeca e pescoco
(HUPP, 2000).

O tratamento considerado padré@o ouro para reparo de nervos periféricos é o
enxerto de nervo autélogo com auxilio de microscopio cirargico, embora esta técnica
apresente resultado favoravel, exibe como principais fatores negativos: a limitacdo
de calibres, comprimentos e areas de nervos doadores e a morbidade secundaria
(TOS et al., 2012).

A técnica de tubulizagdo tem demonstrado ser um método apropriado e
alternativo na pratica clinica, que consiste na fixagdo de um segmento tubular, o qual

pode ser de origem biolégica ou sintética, entre os cotos do nervo lesado,
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proporcionando direcionamento e ambiente favoravel a regeneracao (DAHLIN, 2004;
BATTISTON et al., 2005).

Vérios autores, defendem o emprego de enxertos venosos na reparacao das
lacunas de nervos periféricos, justificada pela facilidade de acesso sem danos ao
paciente, abundancia de calibres e sitios doadores, além de ndo apresentar custo
financeiro (GEUNA et al., 2014; ZHANG et al., 2015; SENES et al., 2015).

Entretanto, sua potencialidade funcional € discutida, alguns autores relatam
que o contato entre o endotélio da veia com 0s segmentos nervosos poderia
ocasionar desenvolvimento de tecido conjuntivo e retardo no processo regenerativo.

Por outro lado, a laminina e o coladgeno considerados fatores tréficos para o
processo regenerativo, estdo presentes na tlnica média e externa (adventicia) das
veias (FERRARI et al., 1999) e deste modo invertendo-se a veia e expondo-a para a
luz do enxerto poderia gerar um meio mais favoravel a regeneragéo nervosa.

E considerando que estudos comparando a regeneragdo nervosa com veia
normal e ao avesso sdo escassos, principalmente investigando a resposta na
musculatura reinervada, é importante e faz-se necessaria esta comparacao, para
gue se obtenham respostas acerca dos reais beneficios de se inverter a veia e se ha

diferenca significativa no &mbito morfolégico quanto no funcional para o 6rgéo-alvo.
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2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Deste modo, buscamos comparar os resultados obtidos na técnica de
tubulizacdo utilizando o enxerto venoso invertido e enxerto venoso normal, na
tentativa de se estabelecer o melhor micromeio para o processo de regeneragcao
do nervo e assim avaliar a consequéncia nos musculos por ele inervados por meio

da avaliacdo morfolégica, morfométrica e funcional.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar morfometricamente a provéavel regeneracdo da musculatura
branca (EDL) e vermelha (SO)

e Verificar qual tipo de musculatura apresenta melhor regeneragéo
utilizando veia normal

e Verificar qual tipo de musculatura apresenta melhor regeneragéo
utilizando veia ao avesso

o Verificar qual técnica propicia melhor recuperagéo funcional
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3 - MATERIAL E METODO

3.1 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi aprovado pelo comité de ética, com o protocolo 032/2011.

Foram utilizados 48 ratos machos (Rattus norvegicus) com peso médio de
200 gramas com aproximadamente dois meses de idade. O estudo foi
desenvolvido em dois periodos de experimentacdo, os quais foram de 6 semanas e
12 semanas pos-cirdrgicas. Os animais foram divididos em quatro grupos (n=6),
trés experimentais: Grupo Desnervado (GD), Grupo Veia Inverta (GVI) e Grupo
Veia Normal (GVN) e um grupo controle: Grupo Controle (GC).

Em todos os grupos o nervo isquiético direito foi utilizado para o estudo
experimental. Os Grupos GVI e GVN receberam enxerto venoso da veia jugular

externa do lado esquerdo autélogo, sendo que o GVI com a veia jugular invertida.

GC6(n=6)
GC(n=12)
GC12(n=6)

GVI6(n=6)
GVI(n=12)

GVI12(n=6)
48 ratos
wistar
GVN6(n=6)

GVN(n=12)

GVN12(n=6)

GD6(n=6)
GD(n=12)
GD12(n=6)

Figura 1 - Representacédo esquematica da distribuicdo dos grupos do experimento.
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3.2 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com uma combinagdo de Cloridato de
Ketamina e Cloridato de Xilazina, aplicada por via intramuscular na dose de
0,10ml/100g de peso corporal na regiéo dorso-lateral da pata esquerda do animal.
Posteriormente foi feita a tricotomia na face ventral direita do pescogo em todos os
animais e limpeza do local com solugéo antisséptica, seguida de incisdo da pele e
com auxilio do microscopio cirirgico (DV Vasconcelos) foi exposto a veia jugular
externa esquerda, para promover seu isolamento e ligadura de suas tributérias,
apoés isso, foi introduzido um fio ortodéntico para a canulagdo da veia para
posteriormente secionar as duas extremidades. Este segmento de 12 mm de veia
foi mantido em soro fisiol6gico até o momento de sua colocagdo como enxerto
entre os cotos nervosos lesados.

Na segunda fase foi realizada a tricotomia da coxa direita do animal para a
realizacdo da incisdo dorso lateral do membro pélvico de aproximadamente 3
centimetros, para 0 acesso ao nervo isquiatico.

O grupo GD foi submetido somente a cirurgia para seccionamento do nervo
isquidtico. A fim de evitar a regeneragcdo espontanea, o coto proximal, foi
manipulado 180° graus e suturado na fascia muscular adjacente; ja o coto distal, foi
manipulado 180° graus e suturado na musculatura adjacente.

O grupo GVI apo6s seccionamento e retirada de um gap de
aproximadamente 10 mm do nervo isquiético direito e recebeu o enxerto da veia
jugular externa ao avesso, realizando-se a rafia através do epineuro com fio de
sutura de Nylon 10-0, posicionando os cotos nas extremidades da luz da veia
(Figura 2).

O grupo GVN recebeu como enxerto a veia jugular externa normal, sendo
suturado como os animais do grupo GVI, citado acima.

O grupo GC recebeu apenas a incisdo na regido posterior da pata direita e teve
a musculatura divulsionada até a exposicdo do nervo isquiatico. Todavia, néo
recebeu nenhuma intervengcé&o no nervo e serviu como controle do experimento,
passando pelo mesmo estresse cirirgico dos outros animais.

Os animais apos as cirurgias foram mantidos em gaiolas coletivas, com 4
animais por caixa onde receberam alimentagdo e agua ad libidum e observacéo

periddica.
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Figura 2 Cirurgia de tubulizacdo. Sendo, A: Seccdo do nervo isquiatico de
aproximadamente 10mm, B: Enxerto de veia, como tubo entre os cotos do nervo isquiatico

3.3 - SACRIFICIO

Os animais foram sacrificados ao curso de 6 e 12 semanas poés-cirurgias
através de over dose de anestésico (Cloridrato de Ketamina e Cloridrato de

Xilazina) para a retirada dos musculos Séleo e Extensor Longo dos Dedos (EDL).
3.4 PESO DOS MUSCULOS

Foi realizada a dissecacao dos musculos EDL e Séleo dos animais, a retida
foi feita estendendo-se da sua origem até sua insercdo, de modo que sua
originalidade e integridade fossem mantidas. Antes de submeter as amostras ao

protocolo de criopreservacao, foi realizada a pesagem em balanca.

3.5 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

As amostras dos musculos Soéleo (SO) e Extensor Longo dos Dedos (EDL),
foram reduzidas a fragmentos cilindricos preservando o ventre muscular de
aproximadamente 8mm de comprimento e 3mm de espessura, envoltos em talco
cirdrgico e imersos em nitrogénio liquido até que a efervescéncia se detivesse, apos
esse processo foi usado um adesivo especial chamado Optimal Critical Temperature
Tissue-Tek® (O.C.T., Sakura Finetek, Torrance, USA), como meio de inclusdo. Os
musculos foram mantidos em um freezer a -80°C até o momento que foram obtidos

os cortes histolégicos de dez micrébmetros de espessura em criostato marca Leica -
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Modelo CM 1850 a -20°C, e realizada a coloragcdo em Hematoxilina e Eosina (HE) e

Tricdmico de Masson. (Figura 3).

| — e
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Figura 3 - Processamento histol6gico. Sendo A: Criostato marca Leica CM 1850, B: Bateria
usada na coloracédo das laminas em Hematoxilina e Eosina.

3.6 - ANALISES HISTOLOGICAS

Foi feita a captura das imagens com o auxilio de um fotomicroscopio Olympus BX
50, acoplado ao computador (Figura 4), foram tiradas 3 fotos de campos diferentes
de cada animal, na objetiva de 20x, para analise morfométrica das fibras
musculares, aferindo a area e o didmetro minimo de 220 fibras musculares de cada
animal, com o auxilio do programa Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, USA) utilizando a coloragéo em HE.

3.7 DENSIDADE DE TECIDO CONJUNTIVO
Com o uso da coloragdo de Tricomico de Masson foi capturada uma foto da

area de seccéo transversal do masculo inteiro usando a objetiva de 2x, para afericéo
de sua area total e em seguida foi capturada fotos com a objetiva de 20x de toda a
totalidade do musculo com o objetivo de conseguir detalhes finos da coloragdo, para
que o programa Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA)

reconhecesse com mais fidelidade o Azul de Anilina, que € o responsavel pela
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marcacdo do tecido conjuntivo nesta técnica. Apdés as afericbes, foi realizado o

calculo para obtencéo da percentagem de tecido conjuntivo existente no musculo.

Figura 4 - Fotomicrografia do equipamento usado para analise das amostras.Sendo, A:
Computador e monitores usados para a analise das fotos, B: Fotomicroscopio acoplado ao
computador.

3.8 - AVALIACAO FUNCIONAL DO NERVO ISQUIATICO (IFC)

Antes dos animais serem sacrificados para coleta do material, cada grupo foi
submetido a avaliacao funcional do nervo isquiatico, exceto os animais com sinais
de autofagia do membro pélvico direito. Para esta avaliacdo os animais caminharam
por uma passarela de acrilico transparente onde as pegadas no assoalho foram
filmadas para posterior analise funcional.

Os videos foram descarregados e transformados em imagem (Figura 5),
através do programa Free Video to JPG v.5.0.20, para captura do momento exato da
pegada das pastas posteriores dos animais. Para a andlise das pegadas dos
animais foi seguida as medidas e a equacao descrita por Bain, Mackinon e Hunter
(1989), com base nos resultados de De Medinaceli; Fred e Wyatt (1984). Através do
programa Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA) foram
captadas as medidas das patas posteriores dos ratos, realizada o calculo da
equacgao que gerou um fator de regressédo do nervo, sendo que o valor de -100, em
animais com nervo isquiatico seccionado e de valores préximos a zero em animais

com fungé&o normal.
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Figura 5 - Fotomicrografia dos animais passando pela passarela de acrilico, durante a
filmagem para a mensuracéo do IFC. Sendo, A: GC; B: GD; C: GVI; D: GVN.

3.9 - ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica os grupos foram comparados pelo teste da andlise de
variancia (ANOVA) e quando essa analise detectou diferenga significativa, foram
aplicados os testes de Tukey para as compara¢cfes multiplas entre as médias. Foi

considerado significativo um p< 0,05.
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4 - RESULTADOS E ANALISES

4.1 - OBSERVACOES EXTERNAS

Em todos os animais dos grupos GD, GVI e GVN na fase experimental foram
observadas paralisia da pata direita dos animais (operada) submetidos a seccéo
total do nervo isquiatico (Figura 5), semelhante a chamada “Waiters tip hand” (méao
de garcom), como nas lesfes altas do plexo braquial (C5; C6). Um animal de cada
grupo GD, GVI e GVN, realizou autofagia na pata do membro pélvico que foi
realizada a cirurgia (Figura 6). Esse acontecido, provavelmente se deve ao fato da
perda de sensibilidade da regido pelo seccionamento total do nervo isquiético.
Observa-se uma grande autofagia de dedos no animal do grupo desnervado (GD),
provavelmente pelo fato da perda de inervagédo definitiva, diferente dos grupos que

passaram pela cirurgia de tubulizacdo (GVI e GVN), que apoOs alguns dias a

inervacao voltou a ser reestabelecida.

4
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Figura 6 - Fotomicrografia das patas da perna dos animais submetida a cirurgia dos no
periodo experimental. Sendo, A: GC; B: GVN; C: GVI; D: GD.



4.2 - PESO DOS ANIMAIS

Tabela 1 - Massa corpdrea dos animais do experimento em 6 e 12 semanas.

20

MASSA CORPOREA DOS ANIMAIS NO PERIODO DE 6 E 12 SEMANAS(g)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 347,12° 36,85 395,50° 24,85
GVI 304,80% 18,12 396,78" 49,11
GVN 321,33% 55,51 406,92° 17,63
GC 388,62%" 34,96 379,60° 33,17

Comparacéo entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Observando os resultados obtidos na tabela 1 podemos interpretar que:

- Os grupos estudados mostraram estéo distribuidos de forma homogénea;

- Os animais apresentaram uma evolugao no peso, comparando-se de 6 para 12

semanas.
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4.3 - PESO DOS MUSCULOS

Os mdasculos retirados dos animais (Figura 7) apresentaram aspectos
diferentes entre o0 GC e os demais grupos. O GC apresentou-se com maior volume e
com a clara distincdo de coloragcdo entre os musculos, o musculo Séleo com um
vermelho mais escuro (musculo vermelho) e o misculo EDL, vermelho mais claro
(musculo branco).

Nos demais grupos, observou-se menor volume quando comparado ao GC,

com destaque ao grupo desnervado que a atrofia foi mais visivel, mesmo

macroscopicamente.

Figura 7 - Fotomicrografia dos musculos EDL e Soéleo retirados ratos na fase
experimental. Sendo, A: GC; B: GVN; C: GVI; D: GD.
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4.3.1 - MUSCULO SOLEO
Tabela 2 — Massa do musculo Soéleo dos animais no periodo de 6 e 12 semanas.

MASSA DO MUSCULO SOLEO NO PERIODO DE 6 E 12 SEMANAS(g)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD6 0,04" 0,002 0,04° 0,02
GVI6 0,06" 0,007 0,09° 0,02
GVN6 0,06" 0,01 0,09° 0,01
GC6 0,19° 0,02 0,18° 0,024

Comparacéo entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 2, podemos observar que:

-O peso do musculo do GC foi o0 maior dentre 0s grupos e manteve-se estavel no
periodo de 6 para 12 semanas;

- O peso do musculo do GD foi 0 menor dentre os grupos estudados e se manteve
estavel do periodo de 6 para 12 semanas;

- Obteve-se um aumento de peso dos musculos dos grupos experimentais GVI e
GVN, se observando do periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVl e GVN, tanto em 6 quanto em
12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre os grupos, com resultados muito
proximos um do outro e;

-Os grupos GVI e GVN apresentam peso do musculo mais proximo ao GD do que o

GC nos dois periodos de tempo estudados.
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4.3.2 — MUSCULO EDL

Tabela 3 — Massa do musculo EDL dos animais no periodo de 6 e 12 semanas.

MASSA DO MUSCULO EDL NO PERIODO DE 6 E 12 SEMANAS(g)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD6 0,04" 0,01 0,04° 0,01
GVI6 0,06" 0,01 0,12° 0,02
GVN6 0,07 0,02 0,14 0,01
GC6 0,18° 0,02 0,17° 0,01

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 3, podemos observar que:

-O peso do musculo do GC foi 0 maior dentre 0s grupos e manteve-se estavel no
periodo de 6 para 12 semanas;

- O peso do musculo do GD foi 0 menor dentre os grupos estudados e se manteve
estavel do periodo de 6 para 12 semanas;

- Obteve-se um aumento de peso dos musculos dos grupos experimentais GVI e
GVN, se observando do periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVl e GVN, tanto em 6 quanto em
12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre os grupos, com resultados muito
proximos um do outro e;

-Os grupos GVI e GVN apresentam peso do musculo mais proximo ao GD no
periodo de 6 semanas e;

- Os grupos GVI e GVN apresentam peso do musculo mais préximo ao GC no

término do experimento.
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4.4 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS FIBRAS MUSCULARES
SUBMETIDAS A COLORACAO EM HE.

Nas observacfes histoldgicas em cortes transversais, verificam-se no GC
tanto no musculo EDL, quanto no musculo Soéleo fibras musculares poligonais, com
nucleos periféricos, padréo fascicular normal, com arquitetura histolégica organizada
pela presenca de envoltdrios conjuntivos, perimisio e endomisio delimitando cada
fasciculo e fibra muscular, respectivamente, evidenciando a morfologia normal do
tecido muscular esquelético (Fotos A, das Figuras 8 a 11).

Jad o GD apresenta grande invasdo de tecido conjuntivo no perimisio e
endomisio, nudcleos centrais, fiboras com pequeno didmetro, caracterizando fibras
musculares que sofreram desnervacédo e estdo em processo de atrofia ou hipotrofia,
observando-se o agravamento deste quadro de 6 semanas para 12 semanas (Fotos
B, das Figuras 8 a 11).

Os grupos GVI e GVN apresentam semelhanca morfologica entre os mesmos,
e uma grande melhora histolégica no periodo de 6 para 12 semanas quando
comparada ao GD (Figura C e D, das Figuras 8 a 11), mas ainda apresenta alguns

nucleos centrais e uma pequena desorganizacao fascicular, comparado com os GC.
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Figura 8 - Fotomicrografia dos musculos Séleo de ratos de 6 semanas submetidos a
coloracao de HE. Sendo, A: GC6; B: GD6; C: GVN6; D: GVI6.
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Figura 9 - Fotomicrografia dos masculos Séleo de ratos de 12 semanas submetidos a
coloracdo de HE. Sendo, A: GC12; B: GD12; C: GVN12; D: GVI12.
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Figura 10 - Fotomicrografia dos musculos EDL de ratos de 6 semanas submetidos a
coloracao de HE. Sendo, A: GC6; B: GD6; C: GVN6; D: GVI6.
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Figura 11 - Fotomicrografia dos musculos EDL de ratos de 12 semanas submetidos a
coloracdo de HE. Sendo, A: GC12; B: GD12; C: GVN12; D: GVI12.
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4.5 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO TECIDO CONJUNTIVO

As laminas coradas com Tricbmico de Masson para a andlise da densidade
de tecido conjuntivo em relagdo as fibras musculares do musculo Séleo e EDL dos
animais no periodo de 6 e 12 semanas, estdo representadas nas Figuras 12,13, 14 e
15, respectivamente. A andlise qualitativa revela que o GC nos dois periodos
estudados em ambos os mdsculos, por apresentarem arquitetura histologica
organizada, com arranjos estruturais padrées como mencionado na analise com a
coloragdo em HE, apresenta baixa quantidade de tecido conjuntivo interposto entre
as fibras musculares, ao contrdrio do grupo GD que em ambos o0s periodos
apresentaram uma grande quantidade de tecido conjuntivo interposto entre as fibras,
e progredindo a invaséo do periodo de 6 para 12 semanas, fato que corrobora com
os achados da andlise histologia em HE , em que observa-se um quadro de atrofia
agravado pela desnervacdo definitiva do animal, sendo a diminuicdo da fibra,
desorganizacéo estrutural e invaséo de tecido conjuntivo nas fibras musculares, séo
encontrados.

Os grupos experimentais, GVI e GVN, em ambos os musculos no periodo de
6 semanas, observa-se uma moderada invasdo de tecido conjuntivo interposto,
principalmente em &reas proximas a fusos musculares, vasos e fibras atréficas e
menor invasdo de tecido conjuntivo em é&reas proximas as fibras que a interacao
mioneural foi reestabelecida, este quadro regride parcialmente nos dois grupos
experimentais no periodo de 12 semanas, onde apresenta-se uma melhor
organizagdo histoldgica, como evidenciado na andlise em HE, assim seguida de
uma menor invasao de tecido conjuntivo entre as fibras, mas ainda com um padréo

inferior ao GC, mas superior ao grupo GD.
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Figura 12 - Fotomicrografia dos musculos Séleo de ratos de 6 semanas submetidos a
coloracao de Tricomico de Masson. Sendo, A: GC6; B: GD6; C: GVNG6; D: GVNG6.
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Figura 12 - Fotomicrografia dos musculos Sdleo de ratos de 12 semanas submetidos a
coloracao de Tricomico de Masson. Sendo, A: GC12; B: GD12; C: GVN12; D: GVN12.
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Figura 13 - Fotomicrografia dos musculos EDL de ratos de 6 semanas submetidos a
coloracao de Tricomico de Masson. Sendo, A: GC6; B: GD6; C: GVN6; D: GVI6.

/
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Figura 14 - Fotomicrografia dos musculos EDL de ratos de 12 semanas submetidos a
coloracao de Tricomico de Masson. Sendo, A: GC12; B: GD12; C: GVN12; D: GVI12.



4.6 - ANALISE MORFOMETRICA DO DIAMETRO MINIMO DAS FIBRAS
MUSCULARES SUBMETIDAS A COLORACAO EM HE.

4.6.1 - MUSCULO SOLEO

Tabela 4 - Diametro minimo do musculo Séleo dos animais em 6 e 12 semanas.
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DIAMETRO MINIMO DO MUSCULO SOLEO EM 6 E 12 SEMANAS (um)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 14,96° 13,28 10,29" 7,56
GVI 25,75 5,24 37,19° 8,08
GVN 26,56 5,98 35,06° 7,66
GC 49,63° 7,65 46,94° 7,07

Comparacéo entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 4, podemos observar que:

-O didmetro minimo das fibras musculares do grupo GC se manteve estavel no

periodo de 6 para 12 semanas;

- O didmetro minimo das fibras musculares do grupo GD decaiu do periodo de 6

para 12 semanas;

- Obteve-se um avango do didmetro minimo dos grupos experimentais GVI e GVN,

se observando do periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVI e GVN, tanto em 6 quanto em

12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre 0os grupos, com resultados muito

proximos um do outro e;

-Os grupos GVI e GVN foram os que apresentam didmetro minimo das fibras

musculares mais préximos do grupo GC nos dois periodos de tempo estudados.
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4.6.2 - MUSCULO EDL

Tabela 5 - Diametro minimo do musculo EDL dos animais em 6 e 12 semanas

DIAMETRO MINIMO DO MUSCULO EDL EM 6 E 12 SEMANAS (um)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 15,68° 11,03 10,47° 6,19
GVI 25,89° 5,00 34,77° 7,39
GVN 27,58° 5,24 35,48° 6,38
GC 49,63 6,91 43,58" 8,51

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 5, podemos observar que:

-O didmetro minimo das fibras musculares do grupo GC se manteve estavel no
periodo de 6 para 12 semanas, com um pequeno crescimento;

- O didmetro minimo das fibras musculares do grupo GD decaiu do periodo de 6
para 12 semanas;

- Obteve-se um avango do didmetro minimo dos grupos experimentais GVI e GVN,
observando-se do periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVl e GVN, tanto em 6 quanto em
12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre 0os grupos, com resultados muito
proximos um do outro e;

-Os grupos GVI e GVN foram os que apresentam didmetro minimo das fibras

musculares mais proximos do grupo GC nos dois periodos de tempo estudados.
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4.7 - ANALISE MORFOMETRICA DA AREA DE SECCAO TRANSVERSAL DAS
FIBRAS MUSCULARES SUBMETIDAS A COLORACAO EM HE.

4.7.1 - MUSCULO SOLEO

Tabela 6 - Area da seccéo transversal do misculo Séleo dos animais em 6 e 12 semanas

AREA DO MUSCULO SOLEO EM 6 E 12 SEMANAS (um?)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrédo Média Desvio Padrédo
GD 503,96" 371,56 294,38" 159,37
GVI 905,89" 282,39 1919,64° 608,04
GVN 957,47" 341,55 1771,48° 563,01
GC 3326,98° 726,09 2934,52° 644,24

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 6, podemos observar que:

-A &rea de seccdo transversal das fibras musculares do grupo GC obteve a maior
média nos dois periodos estudados;

- A area das fibras musculares do grupo GD decaiu do periodo de 6 para 12
semanas;

- Obteve-se um aumento da area dos grupos experimentais GVI e GVN de forma,
observando-se do periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVl e GVN, tanto em 6 quanto em
12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre 0os grupos, com resultados muito
proximos um do outro, principalmente no periodo de 6 semanas;

-Os grupos GVI e GVN apresentam area das fibras musculares no periodo de 6
semanas com valores mais proximos do grupo GD e;

-No periodo de 12 semanas valores mais proximos aos valores do GC, sendo que:

- No periodo de 6 semanas, o0 GVNG6 foi 0 que obteve uma leve vantagem de area, ja

no periodo de 12 semanas, o GVI12 foi o que mais se aproximou do GC12.
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4.7.2 - MUSCULO EDL

Tabela 7 - Area da seccéo transversal do masculo EDL dos animais em 6 e 12 semanas

AREA DO MUSCULO EDL EM 6 E 12 SEMANAS (um?)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 519,48" 482,33 389,45" 90,86
GVI 879,90 277,77 1646,92° 593,39
GVN 1039,96" 318,22 1645,03° 497,89
GC 2001,64° 629,32 2317,88° 780,97

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 7, podemos observar que:

-A area de seccgdo transversal das fibras musculares do grupo GC obteve um
desenvolvimento no periodo de 6 para 12 semanas;

- A é&rea das fibras musculares do grupo GD decaiu do periodo de 6 para 12
semanas;

- Obteve-se um aumento da area dos grupos experimentais GVI e GVN de forma
significativa, observando-se do periodo de 6 para 12 semanas;

-Os grupos GVI e GVN apresentam area das fibras musculares no periodo de 6
semanas com valores mais proximos do grupo GD e;

-No periodo de 12 semanas valores mais proximos aos valores do GC, sendo que:

- No periodo de 6 semanas, o GVNG6 foi 0 que obteve vantagem néo relevante de
area, ja no periodo de 12 semanas, o GVI12 e o GVN12 apresentaram valores muito

proximos um do outro.
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4.8 - TRICOMICO DE MASSON
4.8.1 - MUSCULO SOLEO

Tabela 8 - Percentagem de tecido conjuntivo em corte transversal do masculo Séleo dos
animais em 6 e 12 semanas

AREA DE TECIDO CONJUNTIVO DO MUSCULO SOLEO EM 6 e 12 SEMANAS (%)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 24,82° 5,89 33,94° 4,86
GVI 16,54 3,31 16,12° 4,33
GVN 11,24 4,53 12,58 2,51
GC 5,17 4,71 7,09 1,16

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 8, podemos observar que:

-A percentagem de tecido conjuntivo do grupo GC em ambos os periodos
estudados foram 0os menores e se mantiveram estaveis de 6 para 12 semanas;

- A percentagem de tecido conjuntivo do grupo GD foi a maior dentre os
grupos nos periodos estudados e aumentou sua taxa do periodo de 6 para 12
semanas;

- OS grupos experimentais GVI e GVN obtiveram uma percentagem de tecido
conjuntivo acima do GC e abaixo do GD em ambos os periodos estudados e;

-Nao houve aumento nem decréscimo significativo nos grupos experimentais
no periodo de 6 para 12 semanas;

- Na comparagéo entre os grupos experimentais, GVI e GVN, tanto em 6
quanto em 12 semanas, observa-se maior percentagem de tecido conjuntivo no
grupo GVI;

-O grupo GVN foi o que apresentou percentagem de tecido conjuntivo mais
proximo ao GC tanto em 6 semanas e principalmente em 12semanas obtive

semelhanca significativa ao GC.
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4.8.2 - MUSCULO EDL

Tabela 9 - Percentagem de tecido conjuntivo em corte transversal do misculo EDL dos
animais em 6 e 12 semanas

AREA DE TECIDO CONJUNTIVO DO MUSCULO EDL EM 6 e 12 SEMANAS (%)

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 19,57° 4,32 27,94° 511
GVI 11,20 3,22 12,23 2,66
GVN 14,25 2,71 8,44 3,20
GC 7,582 2,08 4,74° 1,95

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.

Interpretando os dados obtidos da Tabela 9, podemos observar que:
-A percentagem de tecido conjuntivo do grupo GC em ambos os periodos foram os
menores e obteve uma pequena queda de 6 para 12 semanas;
- A percentagem de tecido conjuntivo do grupo GD foi a maior dentre os grupos nos
periodos estudados e aumentou sua taxa do periodo de 6 para 12 semanas;
- OS grupos experimentais GVI e GVN obtiveram uma percentagem de tecido
conjuntivo acima do GC e abaixo do GD em ambos os periodos estudados e;
-Nao houve aumento nem decréscimo significativo no periodo de 6 para 12 semanas
no GVI,
-Houve um decréscimo significativo na percentagem de tecido conjuntivo no periodo
de 6 para 12 semanas no GVN;
- Na comparacdo entre 0s grupos experimentais, GVI e GVN, no periodo de 6
semanas o GVN e o GVI apresentaram grande ambiguidade, j& no periodo de 12
semanas, observa-se maior percentagem de tecido conjuntivo no GVI;
-O grupo GVN foi 0 que apresentou percentagem de tecido conjuntivo mais proximo

ao GC no periodo de 12 semanas.
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4.9 - INDICE FUNCIONAL DO ISQUIATICO (IFC)

Tabela 10 - indice funcional do ciatico dos animais em um periodo de 6 semanas pos-
cirdrgico.

INDICE FUNCIONAL DO NERVO ISQUIATICO EM 6 E 12 SEMANAS

6 semanas 12 semanas
Grupos Média |Desvio Padrdo Média Desvio Padréo
GD 00° 00 00° 00
GVI -89,64° 6,5 -74,39° 12,43
GVN -74,91° 13,77 -80,81" 21,76
GC -4,89° 16,35 -2,32° 11,93

Comparacao entre os grupos. Letras iguais ndo identificam diferenca significativa entre si.
*o valor foi apenas atribuido para analise estatistica

Interpretando os dados obtidos da Tabela 10, podemos observar que:
-O IFC do grupo GC em ambos os periodos foram os que apresentaram indice mais
proximo & zero em ambos os periodos estudados e ndo apresentaram mudanca
significativa de 6 para 12 semanas;
- OS grupos experimentais GVI e GVN mostraram IFC com fiferenca significante ao
GC;
- N&o houve aumento nem decréscimo significativo do IFC nos grupos
experimentais, GVl e GVN, no periodo de 6 para 12 semanas;
- Na comparagao entre os grupos experimentais, GVI e GVN, tanto em 6 quanto em
12 semanas, observa-se uma ambiguidade entre 0os grupos, com resultados muito

proximos um do outro;
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5 - DISCUSSAO
5.1 - MODELO ANIMAL

O modelo animal (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar foi escolhido nesta
pesquisa por varios motivos: sdo doceis, permitem facil manuseio, apresentam
resisténcia imunoldgica e sua manutengdo requer baixo custo financeiro.

Além dessas caracteristicas j& citadas, podemos destacar especialmente o
padréo isogénico semelhante ao ser humano. O animal apresenta uma taxa de
regeneracdo e degeneracdo nervosa e muscular parecida e bem relatada em vérios
estudos, fazendo que a relagdo cobaia e ser humano, mesmo apresentando um
metabolismo mais acelerado, sejam interpretados com tranquilidade.

Essas caracteristicas fazem com que o rato wistar seja um modelo
consagrado na reparagcdo de nervos periféricos (CLOUTIER et al., 2013;
GEORGIOU et al., 2013; HUNDESHAGEN et al., 2013; SU et al., 2013).

A escolha do género masculino deve-se ao fato de uma escolha metodoldgica
da qual se diminua uma variavel no estudo, pois animais do género feminino
poderiam apresentar alteragdes dos ritmos hormonais, 0 que causaria variagdes nos
resultados. Como relatado por Kovacic et al.,, (2009) os horménios femininos
promovem efeitos neurotroficos na regeneragcdo de nervos periféricos, em
contrapartida, alguns autores relatam prejuizos com a realizagdo de experimentos
com animais do género feminino (KANE et al. 2002).

Além disso é importante a escolha de animais jovens, porque além de serem
0s mais utilizados, e por isso, apresentarem uma maior margem para comparagao,
sabe-se que quanto mais idoso o animal, mais lento s&o os fenémenos envolvidos

na reparacao dos nervos periféricos (ZOU et al., 2013; SAYGILI et al., 2012.).

5.2 - AUTOFAGIA

Em alguns animais do estudo, foi observada a autofagia de dedos. Nos
grupos experimentais, nos quais a inervagéo foi reestabelecida pela intervengéo
cirurgica, elas se apresentaram mais brandas; ja no grupo desnervado, no qual a
inervacdo nédo foi reestabelecida, a autofagia foi maior. Uma das explica¢des para
este acontecido, € que com o seccionamento do nervo isquiatico, responsavel pela

inervacao total da pata do animal, outras estruturas foram indiretamente afetadas,
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como € o caso do nervo sural, o qual é responsavel pela inervagdo sensitiva da
regido dorso lateral da pata do animal, como observamos na Figura 6, € justamente
a porcao da pata em que foi observada a autofagia. Outros autores como Rosa-
Junior (2010) e Dias (2011) que trabalham com o nervo isquidtico também
observaram este acontecido. Entretanto, outros autores que estudam a regeneragao
através de ramos do nervo isquiatico, como o fibular, o qual é responsavel somente

pela inervagcdo do masculo tibial cranial, ndo observaram autofagia nos animais.

5.2 - ANESTESICO E VIA DE ADMINISTRACAO

O anestésico utilizado foi & associacdo do Cloridato de Ketamina com o
Cloridato de Xilazina, porque é uma das mais utilizadas em animais de pequeno
porte. Apresenta na sua associacdo além do sedativo o relaxante muscular, que
atua na vasoconstricdo, evitando sangramentos extensos, que Sao preocupantes em
animais como o rato, o qual apresenta baixo peso, pequena area corporal e alto
metabolismo. Por essas razfes essa associagcdo € vastamente utilizada por outros
pesquisadores.

A via de administracdo escolhida foi a intramuscular, por proporcionar
sedacdo gradativa por maior tempo utilizando uma concentracdo de anestésico
baixa (0,10ml/100g), j& que a cirurgia experimental empregada desprende um tempo
grande de trabalho (DUPLAS et al.,, 2001). Outros autores utlizam vias de
administragéo diferentes, como por exemplo, a intraperitoneal, a qual apresenta uma
sedacdo mais rapida e maior absorcdo, empregada em estudos que € necessario

um tempo menor de sedagéo da cobaia.

5.3 - NERVO E MUSCULO ESTUDADOS

O nervo isquiatico foi utilizado para a realizacdo da pesquisa, o qual €
considerado por muitos autores o principal nervo periférico para investigacdo em
modelo experimental, justificado pelo seu longo trajeto, facilidade de acesso e
grande calibre.

Este nervo é classificado como misto por apresentar fibras tanto motoras
quanto sensitivas, portanto € um nervo que quando acometido por uma lesdo
apresenta um prognostico dificil e pouco favoravel. Nervos somente sensitivos ou

motores parecem apresentar regeneracdo mais favoravel, explicada pela sua funcéo
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Unica, pois apresentam um arranjo monofasciculado (BARGHASH et al., 2013) mais
simples.

Diferente do nervo isquiatico que apresenta diferentes tipos de fibras e arranjo
polifasciculado, mais complexo. Essa arquiteta que no momento da reinervagao faz
com que o nervo isquiatico tenha maior dificuldade na orientacdo do neurito em
crescimento até o 6rgéo alvo.

Os musculos soleo e o EDL foram utilizados nesta pesquisa. O musculo séleo
€ um musculo postural, de contragdo lenta e pouco fatigavel, contendo predominio
em sua constituicdo fibras do tipo SO (slow oxidative), conhecido como musculo
vermelho; j& o musculo EDL, é um musculo de contragéo rapida, oposto do musculo
sbleo, e se contrai somente quando é exigido por algum movimento, apresenta
predominio em sua composicao fibras do tipo FG ( fast glycolity), portanto é fatigavel
facilmente e & conhecido como musculo branco. Ambos os musculos séo relatados
na literatura na investigacdo da resposta apés reinervacdo de nervos periféricos
(MINATOMO, 2007; RADTKE et al., 2009).

Dias (2011) também utilizou esse dois musculos em seu estudo, relatando a
importdncia de se conhecer a resposta da reinervagdo em masculos de

caracteristicas opostas e conhecer qual € mais sensivel aos fendmenos da atrofia.

5.4 - LESAO NERVOSA E “GAP”

A lesdo classificada como neurotmese por Seddon (1943), mais
especificamente a grau V classificada por Sunderland (1978) é a injuria de nervo
periférico mais grave e com a menor perspectiva de melhora, sendo o reparo
cirdrgico obrigatdrio nesses casos.

Quando ndo ha perca de tecido neural o reparo cirargico é feito através da
neurorrafia termino-terminal, a qual quando realizada por um cirurgido experiente e
no periodo de até seis horas apds a lesdo, a evolucdo do quadro tem bom
prognéstico (BATISTA et al., 2010, TOBY et al., 1996).

Quando a lesdo apresenta perda de seguimento axonal maior que 3
centimetros, considerando os seres humanos, a neurorrafia ndo pode ser feita. Um
intervalo, chamado de “gap” é formado entre os cotos do nervo, sendo documentado

na literatura que a tragao gerada pela sutura dos cotos do nervo causa microlesdes
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em toda a extensdo do axonio, o qual gera fibrose prejudicando os cones de
crescimento e a orientacdo do axbénio ao 6rgdo alvo (FELIX et al., 2013; WONG;
SCOTT, 1991).

Na literatura, encontra-se grande variacdo de “gaps” utilizados na pesquisa
experimental, variando em média de 5 a 20mm em ratos. Em outras cobaias, como o
macaco encontram-se “gaps” de 40mm, em cées de 20, 30, 40mm, chegando até
80mm (GU et al., 2011).

Nesta pesquisa foi utilizada um intervalo de 10 mm em ratos wistar, o qual é
utilizado e consolidado por diversos autores (RAHIM MOHAMMADI et al., 2013,
PAPALIA et al., 2013), demonstrando-se a indugdo de uma lesédo grave.

Saito et al., (2003), ainda relatam que em lesbes com “gaps” a partir de 10
mm o0s mecanismos de neutrofismo entre o coto proximal e distal s&o

comprometidos, diminuindo o poder de orientagdo do neurito em crescimento.

5.5 - TECNICA CIRURGICA

O padréo ouro na atualidade para tratamento da neurotmese V € o enxerto
autélogo, o qual utiliza um seguimento de tecido nervoso do proprio paciente para
realizar a comunicagéo entre os cotos nervosos (MILLESI, 1986).

Segundo Lin et al., (2013), Isaacs (2013) essa técnica cirlrgica apresenta
algumas desvantagens como: perda da inervagdo no sitio do nervo doador,
formacdo de neuroma, resultados funcionais ruins, escassez e limitagcdes de fontes
doadoras, como em casos que o calibre do nervo lesado é maior que o doador,
sendo necessario a realizagdo de varias pontes de enxerto, diminuindo muito a taxa
de recuperacéo.

Entretanto, na tentativa de minimizar essas perdas motoras e sensitivas,
técnicas microcirargicas estdo sendo estudadas, como a neurorrafia termino-lateral
com ou sem janela epineural (VITERBO, 1992) que demonstram resultados
promissores e a técnica de tubulizacéo, que foi a cirurgia empregada neste estudo.
Diversas vantagens podem ser atribuidas a esta técnica que utiliza um tubo de
origem bioldgica ou sintética para a substituicdo do “gap” nervoso.

Uma das vantagens desta técnica comeca pelo préprio tubo, o qual pode

direcionar o axdnio e a mielina do coto proximal até o coto distal, conter e alojar
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fatores neurotréficos, diminuir a invasdo de tecido conjuntivo, auxiliar no
direcionamento e regeneragdo vascular, criando assim, um microambiente mais
favoravel a regeneracdo com qualidade do nervo e ainda dificultando a formag&o de
neuromas (KONOFAOS; VER HALEN, 2013).

5.6 ENXERTO VENOSO

No inicio do século, foi comprovada com sucesso a utilizacdo dos enxertos de
vasos sanguineos como uma alternativa para a reparacdo nervosa (WREDE, 1909;
WANG et al., 1995).

Primeiramente Lundborg (1981) demonstrou as vantagens da tubulizagédo
onde o0s axOnios regeneraram espontaneamente em direcdo ao seu alvo
(quimiotropismo) através tubos endoteliais artificiais (LUNDBORG et al., 1981).
Quimiotropismo especificos, de fibras motoras e sensoriais, respectivamente, foi
demostrado por Brunelli et al. (1987), com uso do enxerto venoso em ratos (RATH;
GREEN, 1991).

Além disso, a veia apresenta ao paciente uma minima perda por sua retirada,
compatibilidade imunoldgica e apresenta grande variedade de calibres, diferente da
técnica de enxerto nervoso autdgeno (TANG et al., 2008).

Enxertos venosos tém sido usados com sucesso por varios pesquisadores
(DE CASTRO RODRIGUES; DAL PAI SILVA, 2001; FERRARI et al., 1999, ROSA-
JUNIOR, 2010, MARCOCCIO; VIGASIO, 2010; ZHANG et al., 2002) para preencher
as lacunas nos nervos periféricos. Varias pesquisas também foram realizadas
utilizando tubos artificiais (MACKINNON; DELLON, 1990; LUNDBORG et al., 1982;
MACKINNON; DELLON, 1990; ICHIHARA; NAKAMURA, 2008), tubos contendo
fatores de crescimento (RICH et al., 1989; AEBISCHER et al., 1989) e células de
Schwann (ANSSELIN et al., 1997). Entretanto, todos estes enxertos e tubos se
limitam a lesbes de pequena extensdo nos nervos periféricos (BRUNELLI et al.,
1993).

Pogrel et al. (2001) em um estudo clinico, analisando a regeneracéo dos
nervos lingual e alveolar inferior, verificou que a veia pode formar um canal
fisioldgico para a regeneracdo do nervo. Mas, pontua que os melhores resultados
sdo em intervalos mais curtos. E ainda, que existe maior taxa de sucesso no nervo

alveolar inferior devido ao seu trajeto 6sseo e maior taxa de insucesso no nervo
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lingual em “gaps” longos devido aos movimentos da lingua que poderiam ocasionar
o colapso e/ou a dobradura da veia.

WALTON et al, (1989) concordam que a utilizagdo de enxertos venosos
pode ser Util apenas em secgbes nervosas de reduzido tamanho e em nervos
monofasciculados, entretanto, WANG et al, 1993 observou em nervos mistos e
principalmente motores, como 0 nervo isquiatico, ocorre melhora na capacidade
regenerativa de suas fibras.

Esta melhora na capacidade regenerativa associou-se a laminina e ao
colageno, que sdo componentes da tunica média e externa das veias (FERRARI et
al., 1999; TOS et al., 2012).

Em adic&o e considerando que ao longo da vida o individuo esta sujeito a
traumas que se recuperam bem na auséncia de perda tecidual nervosa, num feixe
vasculo-nervoso, 0 nervo encontra-se em contato direto com a adventicia de
artérias e veias e a laminina, o coldgeno e a fibronectina atuam como fatores
tréficos na regeneragdo axonal, e entdo essa comparacdo poderemos obter
resultados da regeneragdo nervosa utilizando-se enxerto venoso ao avesso e
enxerto venoso normal e poderemos estabelecer como também verificar se a
inversdo da veia proporciona um melhor micromeio para 0 processo de
regeneracdo muscular, ou seja, do 6rgdo alvo, tanto no &mbito morfologico quanto

funcional.

5.6 - RESULTADOS FUNCIONAIS

Os resultados funcionais sdo imprescindiveis em um estudo da regeneragéo
nervosa periférica, ja que a volta da funcdo é o objetivo maximo desta linha
pesquisa. Entretanto esta avaliagdo ainda hoje é muito discutida, e para alguns
autores, sua reproducao € subjetiva.

Para Monte-Raso et al., (2006) o indice funcional do isquiatico em ratos é
plenamente confidvel e reprodutivel apés a segunda semana de uma lesdo por
esmagamento, para tal concluséo, os autores fizeram um exame de produtividade
entre diferentes examinadores. Este achado concorda com nossos resultados, pois
nos animais desnervados nao foi possivel realizar o indice, como observado na

Figura 5, observa-se o arrastar total da pata lesada.
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Estudos pioneiros de De Medinaceli, et al., (1984) tornaram a avaliagdo em
um método quantitativo, ndo invasivo e confiavel in vivo do nervo isquiético,
chamado de “Walking track”.

Bain et al., (1989) discutiram o indice imposto por De Medinaceli, e baseado
em seus estudos pioneiros, aperfeicoaram alguns fatores, como por exemplo, a
exclusdo da distancia entre as pegadas, pois a velocidade da pegada que néo é
aferida na andlise, poderia alterar este fator. Ainda neste trabalho, os autores
padronizaram o indice para cada ramo do nervo isquiatico: o fibular comum e o tibial
posterior, refinando ainda mais as analises. Neste estudo foi utilizada essa
metodologia para a interpretacdo da pegada.

Para a captura da pegada dos animais, a metodologia foi baseada em estudo
de De Medinaceli et al., (1984), mais com algumas alteragbes. Pois no método do
autor a transferéncia da pegada dos animais era aferida pintando-se as patas
traseiras do animal, o qual passava por uma caneleta impregnando suas pegadas
em um papel localizado no assoalho da caneleta, problemas com borramento e
davidas em algumas afericbes eram frequentes, principalmente em andlises em
animais reinervados. Mas autores pioneiros como Varejéo et al., (2003) criaram um
método cinematogréfico usando uma camera acoplada a uma canaleta transparente
para a captura das imagens enquanto os animais caminham, fazendo assim, que as
variaveis citadas acima fossem excluidas. A partir dessa ideia muitos outros autores
passaram a utilizar esse meio para captura das pegadas, como na presente
pesquisa.

Os resultados das andlises ndo mostraram diferenca significativa na
comparagao do grupo com a veia normal com o grupo com a veia invertida nos dois
periodos de tempo estudados, demonstrando funcionalmente que a inversdo da veia
ndo demonstra ganho funcional.

Papalia et al., (2013) encontrou resultados funcionais ruins utilizando veia
normal preenchida por tecido gorduroso autélogo com um “gap” de 10mm. Também
Mohammadi et al., (2011) utilizou veia invertida em um “gap” de 10mm e observou
uma pequena melhora a partir da oitava semana, mais ainda ao final de 12 semanas
ndo apresentava indice significantemente bom, os autores ainda concluem que o
indice funcional € mais eficiente e confiavel que os métodos histoldgicos para se

investir a regeneragdo dos nervos periféricos.
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Estes trabalhos corroboram com os achados deste trabalho, mostrando que
na décima segunda semana pdés-cirirgica ainda ndo € encontrada uma boa funcéo

do nervo isquiatico, por meio da andlise do indice funcional.

5.7 - RESULTADOS HISTOLOGICOS

O estudo morfolégico quantitativo é a forma de investigacdo mais tradicional
na reparacdo de nervos periféricos. Muitos autores defendem, principalmente a
morfometria da fibra nervosa como um método confidvel para a avaliacdo do nervo
em regeneracdo. Ja quando avaliado a regeneracao através do musculo reinervado
comumente a area de secc¢do transversal das fibras € avaliada. Observa-se maior
ndmero de trabalhos tendo como objeto de estudo o nervo, mas se faz lembrar, que
a importancia do estudo da recuperagdo do 6rgdo alvo, pois esta diretamente
relacionada a recuperacgédo funcional. Nesta pesquisa o musculo estriado esquelético
(GUDA et al. 1993; HENTZ et al., 1991).

Além da area da seccdo transversal, importante parametro que esta
diretamente relacionado com o poder de contracdo da fibra, outras afericbes séo
feitas, dentre elas: o diametro minimo.

Essa afericdo trata-se mais de uma forma de avaliagdo do padrdo do corte,
pois quando se avalia a &rea, as fibras podem ndo estar totalmente em plano
transversal, principalmente os musculos que sofreram desnervacdo, o qual se
encontram fibras atroficas, que podem gerar desconformacfes no arcabouco
muscular e causar altera¢cdes no estudo. Com o didmetro minimo esta variavel é
controlada, pois através desta aferi¢cdo se faz a correlagdo com area, porque mesmo
existindo alterag@o no plano transversal da fibra o didmetro minimo dificilmente vai
alterar-se.

O diametro minimo e a é&rea estudada nesta pesquisa, em ambos o0s
musculos e periodos mostraram correlacdo entre os dois parametros, mostrando que
o corte ndo sofreu alteragbes significativas, tornando a interpretagdo dos resultados
confiaveis.

Por meio da é&rea da fibra observa-se atrofia mais abrupta do musculo séleo
(GVI6 = 73% e GVN6= 71%) comparado com o EDL (GVI6=57% e GVN6= 49%) em
6 semanas, mostrando que as fibras vermelhas sofrem de forma mais severa o

processo de desnervagéo, quando comparado com as fibras brancas. Um fator que
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pode explicar este fato pode ser a propria fungdo do musculo séleo, um muisculo
postural que se contrai a todo 0 momento, portanto apresenta predominio de fibras
lentas, diferente do musculo EDL, o qual se contrai em alguns momentos, e
apresenta predominantemente fibras de contragéo rapida.

Assim, com a perda do poder de contracdo, a perda de area é mais severa,
por apresentar na sua constituicAo um maior nimero de fibras que se contraiam a
todo momento. Outra explicagdo seria que o musculo EDL sofre um alongamento
passivo feito pela prépria posicdo das patas dos animais quando ficam em posi¢ao
plantar, ajudando na prevencado dos efeitos deletérios da atrofia (WASHABAUGH et
al., 2001).

Foi observado em mais uma andlise que ndo houve diferenca na utilizacdo da
veia normal ou invertida, tanto na analise do diametro minimo quanto da area nos
dois musculos e periodos estudados.

Kelleher el at. (2001) também fizeram a comparacdo entre o uso da veia
normal e inverta, tendo como objeto de estudo a analise do nervo, e observaram
também semelhancga entre os grupos experimentais, através da andlise histoldgica
quantitativa do nervo e através da complementacdo da andlise eletrofisiologica,
concluiram que ndo hé diferenca na funcionalidade ao se inverter a veia.

No periodo de evolu¢cdo de 6 para 12 semanas houve reducdo da atrofia
muscular, observado por meio da area de secgédo transversal das fibras, tanto no
musculo soleo (GVI12= 35% e GVN12=40%) quanto no musculo EDL (GVI12 30% e
GVN12= 29%) mostrando que a reinervagao foi bem reestabelecida. Portanto com a
interagdo mioneural estabelecida, observou-se de 6 para 12 semanas a evolugao da
area de seccéo transversal das fibras do musculo séleo (GVI= 38% e GVN=31%) e
EDL (GVI=19% e GVN= 28

Dias (2011) estudou a regeneracdo do nervo isquiatico utilizando tubo de
polietileno poroso com preenchimento de tecido gorduroso e observou resultados
semelhantes nos resultados da morfometria dos masculos, mas com um tempo de

analise maior, de 21 semanas.

5.8 - RESULTADOS DA DENSIDADE DE TECIDO CONJUNTIVO

O tecido conjuntivo mantém contato intimo com as fibras musculares,

organizando e formando um arcabougo para o musculo, tornando assim possivel a
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contracdo muscular. Sua distribuicdo no musculo € didaticamente dividida em 3
envoltérios. O epimisio, a camada mais externa de tecido conjuntivo, constituida
principalmente de coldgeno tipo |, assegura rigidez e forca mecénica nas
contracbes. O perimisio, a camada que agrupa grupos de fibras musculares,
formando os fasciculos, é constituido predominantemente de colageno tipo | e lll. E
o endomisio, a camada mais interna, a qual envolve as fibras musculares, portanto é
a bainha mais intima a fibra muscular, sendo constituida principalmente de coladgeno
tipo I, lll e V.

Esses envoltdrios comunicam-se entre si, e quando o musculo perde sua
principal caracteristica, ou seja, o poder de contrair, esse tecido também sofre
alteracoes.

A invasdo de tecido conjuntivo principalmente no perimisio e no endomisio
das fibras musculares é a alteragdo mais caracteristica. A composi¢éo do tipo de
colageno também é observada, teores maiores de colageno tipo | no perimisio e
endomisio séo encontrados, os quais fazem com que a contragdo muscular torne-se
prejudicada, explicada pela rigidez deste tipo de colageno. Autores afirmam que
essas alteracdes interferem na microcirculacdo sanguinea das fibras musculares, na
recuperacdo funcional e na interacdo neuromuscular ap6s a reinervacdo do
musculo. (MINATOMO, 2007).

A percentagem de tecido conjuntivo em musculos sadios gira em torno de 1 a
10% (MURPHY et al., 2013; NACU et al., 2013). Nos GC deste estudo, nos
musculos séleo e EDL nos dois periodos estudados corroboram com os achados da
literatura.

Tanto o GVI quanto o GVN no periodo de 6 semanas ap0s a reinervacao
apresentam valores de densidade de tecido conjuntivo superiores ao padréo (valores
> 10%), sendo que o musculo so6leo foi 0 mais afetado.

No periodo de 12 semanas observa-se no muasculo s6leo a manutencdo da
densidade encontrada no periodo de 6 semanas tanto no GVI quando no GVN,
sendo que o GVI com maior densidade de tecido conjuntivo. No entanto, no mudsculo
EDL, no periodo de 12 semanas o GVN apresenta valores dentro do padréo (< 10%)
e apresentando valores semelhantes ao GC12. Também é observada uma reducéo
de densidade no GVI neste periodo, mas com valores superiores ao padrao.

Murphy et al. (2013) acreditam que o tecido conjuntivo em excesso no

musculo em regeneracdo pode acarretar resultados funcionais ruins. Em nosso
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trabalho a densidade do tecido conjuntivo na grande maioria dos grupos
reinervados, apresentou percentagem de tecido conjuntivo acima do normal e na
avaliacao funcional, resultados ruins também foram vistos.

Portanto, a densidade de tecido conjuntivo nos muasculos é um fator
determinante na recuperacgdo funcional e a sua comparacao deve ser feita. Métodos
mais sofisticados, os quais mostram qual tipo de tecido conjuntivo esta sendo
substituido no musculo reinervado deve ser mais investigada.

Pois como observado no GVN12 no musculo EDL, que conseguiu obter
densidade de tecido conjuntivo entre 1 e 10%, mais sem um resultado funcional
bom. Uma explicacdo para este fato, € que como ndo sabemos que tipo de tecido
conjuntivo esta presente neste musculo reinervado, a sua percentagem pode estar
padrédo, mais com uma constituicdo do tipo de tecido conjuntivo, principalmente no
perimisio e no endomisio, desorganizada para sua fung&o, explicando os resultados

funcionais ruins.

5.9 - CONSIDERACOES GERAIS

As associagOes feitas entre os diferentes tipos de anélise com o objetivo de
correlacionar resultados sempre sdo objetos de discussdo em trabalhos desta linha
de pesquisa, a histolégica com a andlise funcional, a histolégica com o peso dos
musculos estudados, sdo exemplos dessa tentativa. Oliveira et al. (2001), Mendonca
et al. (2003), Monte Raso et al. (2005) defendem que existe a correlacdo entre o
indice funcional com a analise histologica quantitativa.

Dias (2011), Mohammadi et al., (2011), Rosa-Junior (2010), em contrapartida,
ndo concordam que essa correlagdo € correta. Nos resultados obtidos nesta
pesquisa, parece que ndo existiu correlacdo entre o indice funcional e a histologia
quantitativa.

Mohammadj et al.,, (2011) diferente da grande maioria dos autores que
estudam a morfometria como a andlise principal, conclui que o indice funcional é a
andlise mais confiavel para a reparacao de nervos periféricos.

Rosa-Junior (2010) e Dias (2011), concluem que a regeneragdo funcional é
mais demorada e, portanto, precisa de um tempo maior de analise para sua
comparacdao, vale lembrar, que em ambas as pesquisas citadas foram feitas analise

150 dias pos-cirurgico.
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Nicks et al. (1989), concordam que ha correlagdo com a &rea de sec¢ao
transversal da fibra com os valores de peso do musculo, mas ressalva que quando
se analisa 0 peso muscular deve-se entender que € uma analise mais subjetiva, pois
edemas, principalmente em musculos que sofreram desnervagdo e o tecido
conjuntivo sdo também contabilizados, mas lembra que a analise da secc¢do nédo é
100% segura, pois sofre alteracbes pela angulagdo, no caso deste estudo,
minimizada pela relagdo com o didmetro minimo relatado acima, e os métodos
histolégicos que de alguma forma podem alterar o tecido.

Em nossos achados observamos que parece haver uma relagdo em perda de
massa muscular com perda de area de seccao transversal, comparando 0s grupos
experimentais com os controles. Como visto no musculo séleo, nos grupos GVI e
GVN, quando se obteve a perda de 73% e 71% da area a perda de peso foi de 69%
e 69%, respectivamente; jA no EDL, observamos no GVI e GVN, quando se obteve a
perda de 57% e 49% da &rea a perda de peso foi de 67% e 62%, respectivamente.
Estudos estatisticos devem ser realizados para podermos afirmar algo,

considerando as limitacdes das analises.

5.10 - CONSIDERACOES FINAIS

As buscas por melhores resultados funcionais na regeneragdo de nervos
periféricos sdo constantes. Nos achados deste trabalho, parecem mostrar de que a
regeneracdo funcional ndo depende somente da melhora histologica da fibra
muscular. Outros fatores devem ser investigados. A densidade de tecido conjuntivo
no musculo, bem como sua constituicdo e os tipos colagenos encontrados, mostra-
se ser crucial para bons resultados funcionais.

Outro fator de investigagdo que parece ser muito importante nesta linha de
pesquisa, que ndo foi abordado no estudo, € a qualidade da interacdo mioneural, ou
seja, estudar e de alguma forma intensificar a qualidade que o axdnio motor se
enterra com a placa motora, pois, parece que somente um resultado histologico

promissor ndo garante um resultado funcional bom.



53

6 — CONCLUSAO

1. O enxerto de veia invertida e o enxerto de veia normal atuaram

favoravelmente na regeneragdo muscular;

2. Nos pardmetros de &rea de seccdo transversal e didmetro minimo os
grupos veia normal (GVN) e veia invertida (GVI) apresentam resultados

semelhantes em ambos os musculos estudados;

3. Na quantificacdo de tecido conjuntivo o grupo veia normal (GVN)

apresentou resultados superiores ao grupo veia invertida (GVI);

4. O musculo vermelho (s6leo) sofre uma resposta mais severa a leséo

estabelecida no estudo, comparado com o musculo branco (EDL);

5. Os resultados funcionais indicam semelhanga entre o grupo veia normal
(GVN) e grupo veia invertida (GVI).
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