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RESUMO

RESUMO

Varias técnicas sao utilizadas para o tratamento da paralisia facial, entre elas o
enxerto de nervo transfacial e a transposicdo muscular. Estas técnicas foram
associadas utilizando neurorrafia término-terminal (NTT) para tornar o musculo
temporal duplamente inervado, porém, a seccdo de nervos saudaveis pode
levar a atrofia ou enfraquecimento muscular. Os objetivos deste trabalho foram
analisar a ocorréncia da dupla inervacdo muscular através da neurorrafia
término-lateral (NTL), avaliar a imediata inervacdo muscular através da NTL,
evitando atrofia muscular e avaliar a ocorréncia de degeneracdo Walleriana no
segmento distal a NTL no nervo receptor. Foram utilizados 140 ratos Wistar
divididos em sete grupos experimentais. O G1 foi o grupo controle de
normalidade e o G2 o controle de desnervacdo. Em 80 ratos foi realizada a
dupla inervacdo muscular (DIM) suturando o segmento proximal do nervo tibial
(NT) na lateral intacta do nervo fibular comum (NFC). Estes ratos foram
divididos em quatro grupos: G3 no qual os animais foram sacrificados apés 120
dias; G4 onde 120 dias apds a realizacdo da DIM, o NFC foi seccionado
proximal a NTL, estes animais foram sacrificados apds 30 dias da secg¢ao; no
G5 os animais foram sacrificados apds 150 dias; no G6 120 dias apds a
realizacdo da DIM, o NFC e o NT foram seccionados proximalmente a NTL e
os animais foram sacrificados ap6s 30 dias das seccbes; e no G7 0 nervo
fibular comum foi seccionado e, ap6s 30 dias, o segmento proximal do NT foi
suturado a lateral do coto distal do NFC e os animais foram sacrificados 120
dias apo6s a NTL. Apos realizagdo dos testes da marcha e eletrofisiologico, os
musculos tibiais craniais direitos (MTCD) foram removidos e pesados € 0s
segmentos de nervo de interesse também foram coletados. Foram realizadas
analises histomorfométricas das fiboras do MTCD e fibras nervosas. Os
resultados obtidos demonstraram que nao houve alteracdo histolégica do
MTCD nos grupos de DIM; houve diminuicdo do diametro axonial nos
segmentos de NFC distais a NTL no G3, G5 e G7. Os resultados obtidos no G4
mostraram que o NT ndo manteve a inervagdo muscular ap6s a seccao do
NFC, observando-se atrofia das fibras musculares. Os resultados do teste
eletrofisiolégico e de didmetro minimo no G4 confirmaram a reinervagdo do
NFC distal a NTL, apds ocorréncia de degeneracdo Walleriana. Foi observado
no NT, proximal a NTL, diminuicdo do didmetro minimo axonial, indicando a
ocorréncia de degeneragéo da fibra axonial. Constatamos, pela primeira vez, a
degeneracdo que ocorre quando o coto proximal de um nervo seccionado é
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suturado a lateral de um nervo normal ou em degeneragédo. Algum fator deve
ser liberado, causando a degeneracao das fibras do coto proximal do nervo
seccionado. Os resultados permitiram concluir que a DIM nao ocorreu através
da NTL; o NT nao foi capaz de manter a inervacao do MTCD apés seccéo do
NFC proximal a NTL; houve degeneracao Walleriana do segmento de nervo
distal a NTL e ocorréncia de reinervacado do NFC pelo NT.

Palavras chave: Eletrofisiologia; Histologia; Neurorrafia término-lateral; Nervo
periférico; Ratos
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ABSTRACT

Among several techniques for facial palsy treatment, we have the transfacial
nerve graft and the muscular transposition. Nowadays, these methods were
associated using end-to—end neurorraphy (EEN). Even though the temporalis
muscle became double innervated, the health nerve section possibly leads the
muscular atrophy or even its weakness. The aim of this study was to analyze,
through end-to-side neurorrhaphy (ESN), the double innervation of the muscle,
the immediately muscular innervation and also evaluate the Wallerian
degeneration occurrence in the distal segment of receptor nerve. One hundred
forty Wistar rats were divided in seven experimental groups, 20 animals per
group. The G1 was the sham group; G2 the control dennervation group. In 80
rats the double muscular innervations (DMI) was performed, the proximal
segment of tibial nerve (TN) was sutured laterally to the intact peroneal nerve
(PN). These 80 rats were divided in four groups: in G3 the animals were killed
after 120 days; in G4, post 120 days, the peroneal nerve was cut proximal the
ESN and after more 30 days the animals were killed; in the group G5 the rats
were killed after 150 days; in G6 post 120 days, the peroneal and also the tibial
nerves were cut proximal to the ESN and the animals were killed 30 days after
the second surgery. Finally in the G7 the fibular nerve was sectioned and after
30 days, the proximal end of tibial nerve was sutured laterally to the peroneal
distal stump. These rats (G7) were killed 120 days post ESN. The animals were
submitted to walking track analysis and electrophysiological tests. After that, the
right tibial cranial muscle (RTCM) was removed and the aim nerve segments
were collected and weighted. The rats were killed with high doses of
intraperitoneal sodium pentobarbital. Histomorphometrical analysis of TCM and
nervous fiber was performed. The results showed no histological RTCM
alterations in DMI groups; the nerve fiber diameter was smaller at PN distal to
the ESN in G3, G5 and G7. In G4 the results showed that TN did not keep the
muscle innervations after PN section, leaded up to muscle fibers atrophy. The
electrophysiological test and minor diameter results in G4 confirmed the PN
reinnervation, after the Wallerian degeneration of the nerve fibers occurrence.
An axonal diameter reduction was observed in the TN, proximal to the ESN,
which suggest a nerve fiber degeneration. Probably, for the first time, we detect
a phenomenon that occurs when the proximal stump is sutured at the side of a
normal or degenerating nerve. Some factor may be released promoting the
degeneration of the axonal proximal stump. The results allowed the following
conclusions: the double muscular innervations did not occur through ESN, the
TN did not keep the RTCM innervations after PN section proximal to the ESN,
there is Wallerian degeneration of the nerve fibers in the segment distal to ESN
and finally, the reinnervation occurred in the PN through ESN.

Key words: Electrophisiology; Histology; End-to-side-neurorrhaphy; peripheral nerve;
rats
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1. Anatomia do nervo

Os nervos sao formados por diferentes tecidos que tém como funcgéo
a nutricdo e protecao das fibras nervosas preservando a continuidade axonial
(Da-Silva, 1995a, 1995b).

As fibras nervosas sdo envolvidas por uma cadeia de células de
Schwann justapostas. As células de Schwann existem no nervo em duas
formas, as células formadoras da bainha de mielina e as ndo formadoras da
bainha de mielina (Frostick & Kemp, 1998). Dependendo da presenca da
bainha de mielina, as fibras nervosas podem ser classificadas como mielinicas
ou amielinicas (Hollinshead & Rose, 1991; Erhart, 1992; Da-Silva, 1995a). Nas
fibras mielinicas um axdénio esta associado a uma célula de Schwann
formadora da bainha de mielina; enquanto que, nas fibras amielinicas, uma
célula de Schwann envolve grande numero de axdnios, sem formar a bainha de
mielina.

As fibras mielinicas e as amielinicas estao envolvidas por uma matriz
colagenosa frouxa denominada endoneuro (Lundborg, 1987). Esta matriz é
constituida, principalmente, por fibras colagenas do tipo Il (Da-Silva, 1995b).
Também s&o observados fibroblastos, destituidos da membrana basal, células
de Schwann, mastécitos e células endoteliais (Da-Silva, 1995a). O endoneuro
tem uma relacdo especial com as fibras nervosas desde que as fibrilas
colagenosas endoneurais estdo distribuidas ao redor de cada fibra nervosa
para formar a parede de sustentacdo chamada de tubos endoneurais
(Lundborg, 1987).
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As fibras nervosas estdo reunidas em fasciculos. Estes sao
envolvidos por uma camada multilamelar mecanicamente forte, o perineuro
(Lundborg, 1987). O perineuro é formado por tecido conjuntivo dos tipos | e |l
(Montes et al., 1984), e por fibroblastos dispostos em lamelas que atuam como
uma barreira difusora e mecéanica ao trauma externo, ajudando a preservar o
microambiente intrafascicular (Olsson & Kristensson 1971, 1973). O nimero de
lamelas varia com o didmetro dos fasciculos (Lundborg, 1987).

Envolvendo todos os fasciculos em um anico feixe esta o epineuro.
Este serve como uma barreira protetora para os fasciculos durante os
movimentos corporais e protegem os fasciculos de traumas externos. A
quantidade de epineuro varia entre 0s nervos, € € mais abundante ao redor das
articulagcdes. No epineuro estdo presentes fibroblastos, macrofagos e

mastécitos como em qualquer tecido conjuntivo frouxo (Lundborg, 1987).

1.2. Lesao do nervo

Os nervos, assim como os demais tecidos do organismo, estao
sujeitos a doencas inflamatérias, traumaticas, metabdlicas, toxicas, genéticas e
neoplasicas (Girolami et al., 2000). Estas doencgas levam a diferentes tipos e
graus de lesbes prejudicando os movimentos ou a fungédo da &rea inervada
(Ramoén & Cajal, 1928; Politis et al., 1982; Lundborg et al., 1986). A perda da
funcado de um nervo sensitivo provoca alteracdes da sensibilidade abrangendo
desde a percepcao exacerbada até reducdo ou auséncia de sensibilidade na
area afetada. Enquanto que a lesdo das fibras de um nervo motor resulta na
reducao até a auséncia dos movimentos ou do controle dos movimentos.

As lesdes de nervos receberam diversas classificacoes. As mais
conhecidas sdo a de Seddon (1943) e a de Sunderland (1968).

Seddon (1943) definiu trés graus de lesdo do nervo: neuropraxia,
axoniotmese e neurotmese.

A neuropraxia, ou lesao tipo | de Sunderland (1968), é caracterizada
pela perda de condugdo sem alteragGes estruturais no axénio. A lesdo
apresenta-se exclusivamente na bainha de mielina (Ferreira, 1999) e as
chances de recuperacao funcional sao altas (Lundborg, 1987). A velocidade de
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condugcdo pode apresentar-se diminuida se estiver associada a
desmielinizag&o, retornando ao normal com a remielinizac&o (Kimura, 1987).

Axoniotmese, ou lesdo tipo Il de Sunderland (1968), € a perda da
continuidade axonial resultando em degeneracao Walleriana do segmento
distal. Neste tipo de lesdo os tubos endoneurais permanecem intactos, o que
torna o prognostico bom, apesar da ocorréncia de degeneragdao axonial
(Lundborg, 1987; Dimeglio, 1990). Segundo Kimura (1987), estudos de
conducao nervosa no local da lesdo séo inabeis em diferenciar neuropraxia de
axoniotmese, pois o bloqueio total da conducdo pode ocorrer em ambas.
Porém, a velocidade de conducdo pode permanecer normal na axoniotmese
parcial, onde algumas fibras nervosas permanecem funcionais (Eyzaguirre &
Fidone, 1977).

A neurotmese (Seddon, 1943) é a lesao que resulta da seccao total
do nervo. A regeneracao é possivel, porém incompleta e pobremente
organizada (Kimura, 1987). Segundo Lundborg (1987) a neurotmese € a perda
da continuidade de alguns ou de todos os elementos remanescentes do nervo,
incluindo tubos endoneurais, perineuro e epineuro.

Sunderland (1968) propds trés subdivisbes a neurotmese de
Seddon. Na lesdo do tipo Ill o perineuro e a arquitetura da bainha sao
preservados, enquanto que o axénio e o tecido circundante estdo danificados.
A regeneracao ocorre, mas € menos efetiva que na axoniotmese. Na lesao do
tipo IV o perineuro também € danificado, mas o nervo mantém sua
continuidade. Neste tipo de lesdo alguma regeneracado pode ocorrer, porém,
mal orientada e requer intervencgao cirurgica. Enquanto que a leséo do tipo V
representa a completa separacdo dos cotos nervosos com perda de
continuidade, o nervo deve ser suturado, frequentemente requerendo enxerto

de nervo (Kimura, 1987).
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1.3. Regeneracao de nervo

Apo6s uma lesdo de nervo ocorre uma série de alteragbes celulares
no segmento distal do nervo e em alguns nodos terminais do coto proximal (De
Medinaceli & Merle, 1991; Frostick et al., 1998; Ferreira, 1999). Estas
alteracoes foram relatadas por Waller, em 1850; futuramente, apds estudos
mais profundos de Ranvier, em 1878, e Ramén-y-Cajal, em 1928, foram
possiveis a observacdo e a descricdo da degeneracdo da bainha de mielina
(Koeppen, 2004).

A evolucado da degeneragdao Walleriana depende do animal utilizado
(McDonald, 1972; Lubinska, 1975; Blundon et al., 1990; Chaudhry et al., 1992);
da idade dos animais (Chaudhry et al., 1992; Perry et al., 1992); do tipo de fibra
analisada, mielinica ou amielinica (Lubinska, 1975; Veronesi & Boyes, 1988;
Martinez & Canavarro, 2000); do tipo de lesdo (Lubinska, 1975; Bouldin &
Cavanagh, 1979; Gold et al., 1992); e, até mesmo, de fatores ambientais, como
a temperatura (Lubinska, 1975; Blundon et al., 1990; Perry et al., 1990;
Chaudhry et al., 1992).

Segundo Beirowski et al. (2005), a degeneracao é direcionada de
proximal para distal, apdés seccao do nervo, e de distal para proximal, apos
esmagamento das fibras.

No segmento distal do nervo lesado ocorre proliferacao de células
de Schwann, porém, estas nao apresentam funcao fagocitaria, que é realizada
por macréfagos que migram de fora do nervo (Beuche & Friede, 1984). Além
dos macréfagos, migram, em menor quantidade, linfécitos e leucdcitos
polimorfonucleares (Griffin et al., 1993; Mueller et al., 2003). Esta resposta
imunoldgica facilita a remocao de axdnios e debris de mielina (Perrin et al.,
2005) e a producao de citocinas e fatores neurotréficos que sao benéficos para
a regeneracao axonial (Dahlin, 1995).

Apo6s degeneragdo dos constituintes neurais permanecem os tubos
de células de Schwann e colageno, ou bandas de Biingner, reiniciando o
processo de remielinizagao de brotamentos axoniais (Koeppen, 2004).

A coluna de células de Schwann € uma via indispensavel para o

crescimento axonial, providenciando ambiente favoravel para a regeneracdo. O
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ax6nio em regeneracao cessara de crescer caso adentre o tecido conectivo ao
invés da coluna de células de Schwann (lde, 1996).

Os axénios no coto proximal de um nervo lesado produzem grande
namero de brotamentos colaterais e terminais que avangam em direcao ao coto
distal (Lundborg, 1987).

Os brotamentos colaterais sdo produzidos nos nodos de Ranvier
localizados proximos ao coto proximal da lesdao (Hopkings & Slak, 1981;
McQuarrie, 1985). Multiplos brotamentos podem ser produzidos por nodo. Esta
caracteristica explica os achados de que muitos axbénios sdao encontrados
dentro do tubo de lamina basal derivados das fibras mielinizadas no coto
proximal (Ide & Kato, 1990).

Na porcao mais distal de cada brotamento ha o cone de crescimento
onde podem ser observadas filopodias. Estas filopodias exploram o ambiente
através de movimentos constantes. Os cones de crescimento preferem
substratos que apresentem adesividade, sendo que as propriedades fisicas e
quimicas do substrato sdo essenciais para o desenvolvimento dos cones de
crescimento (Lundborg, 1987).

Os brotamentos crescem do coto proximal do nervo em direcao ao
segmento distal. Devido ao grande numero de brotamentos que invadem as
colunas de células de Schwann no coto distal, o numero total de axénios no
segmento distal pode exceder, consideravelmente, o nimero de axénios do
coto proximal. No entanto, com o tempo, o numero de axbénios diminui, a
medida que os brotamentos que nao realizaram conexdao com o 6rgao alvo
desaparecem.

O primeiro relato de regeneracao nervosa foi feito por Galen (131-
201 d.C). No entanto, a primeira referéncia cirirgica de reparo de lesdes
nervosas data de alguns séculos mais tarde, com Rhazes (850-932) e
Avicenna (980-1037) (Brushart & Seiler, 1987; Sunderland, 1991; Zhao et al.,
1992).
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1.4. Técnicas de Reparo Cirurgico

Quando a lesdo no nervo causa interrupcao da continuidade axonial,
sem perda de tecido, com possibilidade de aproximacao dos cotos, é utilizada
neurorrafia para reaproximacdo direta destes cotos (Braun, 1982). Nestes
casos a sutura livre de tensao é fundamental para evitar a isquemia e a fibrose
(Terzis et al., 1975; Sunderland, 1978).

As técnicas de reparo cirurgico do nervo alcangaram grande
progresso apos a introducdo do uso do microscopio por Smith (1964), o que
tornou possivel a obtencao de melhores resultados funcionais.

Watchmaker & Mackinnon (1997) afirmaram que, para a obtencao
de resultados satisfatérios em um reparo de nervo, é fundamental a utilizacao
de equipamentos como lupa ou microscoépios, material adequado e especifico,
conhecimento da técnica microcirurgica, reparo primario sempre que possivel,
caso seja necessario, o reparo secundario deve ser realizado em até trés
semanas, com aproximacao dos cotos livres de tenséo, optar pela interposicao
de enxerto quando houver perda de tecido nervoso (‘gap”) e realizar a
reeducacao sensitiva e motora para melhorar os resultados.

Em 1947, Seddon afirmou que o enxerto de nervo autbégeno era a
Unica alternativa eficaz no tratamento de lesées com perda de tecido nervoso,
e que o diametro do enxerto ndo deveria ser maior que o do nervo receptor
para evitar a necrose central.

Porém, muitos outros tecidos tém sido utilizados: enxerto de um
segmento de vaso sanglineo na posicao normal (Bunnell & Boyes, 1939;
Fields et al., 1989; Fawcett & Keynes, 1990) ou ao avesso (Ferrari et al., 1999);
enxerto venoso preenchido com musculo esquelético (Battiston et al., 2000;
Fornaro et al., 2001); tubo de pericardio bovino (Virmond & Pereira, 2000); tubo
fibrocolagenoso envolto em fascia (Watanabe et al., 2001).

Por outro lado, o uso de material sintético no reparo de nervo, como
polietileno, silicone, metal, plastico, celulose, polimero de &cido glicdlico,
combinados ou ndo com agentes bioquimicos neurotréficos, tem sido defendido
por muitos autores (Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989; Evans et al.,
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1991; Frykman, 1993; Dellon, 1994; Watchmaker & Mackinnon, 1997;
Watanabe et al., 2001; Wang et al., 2005).

Em todas estas técnicas é importante a unido adequada dos cotos
para que o axbnio em regeneracao alcance a extremidade distal do nervo
lesado. Esta observacdo levou muitos autores a estudar a regeneracao
nervosa através de adesivos bioldogicos (Cooper & Falb, 1968; Boedis &
Boukaert, 1984; Boedts, 1987; Moy et al., 1988; Nishihira & McCafrey, 1989;
Jin et al., 1990; Daunois & Sébille, 1991; Bertelli & Mira, 1993).

Dentre os adesivos biolégicos utilizados que alcangaram boa
regeneragao nervosa, podemos citar a cola de fibrina derivada de veneno de
serpente (Viterbo et al., 1993b; Reis et al., 1998; Vicente et al., 1998; Reis &
Rodrigues, 2000).

Payne et al. (2002) utilizaram grampos de titanio e afirmaram que
esta é uma alternativa rapida e que os resultados foram similares aos obtidos
com fio monofilamentar de nailon.

Porém, havendo a possibilidade, a reaproximacao dos cotos através
de sutura direta do nervo, ou seja, neurorrafia témino-terminal (NTT), é
preferivel a todas estas técnicas, pois apresenta os melhores resultados (Terzis
et al.,, 1975; Millesi, 1982; Ide, 1983; Lundborg, 1987; Zhao et al., 1997;
Santamaria et al., 1999; Yuksel et al., 1999; Rovak et al., 2001).

Neurorrafia término-terminal

A NTT pode ser realizada através de suturas epineurais, perineurais
ou epiperineurais.

Segundo Braun (1982), a sutura epineural é relativamente nao
traumatica e de facil execucdo, devido as caracteristicas do epineuro, que
permitem aproximar os cotos distais e proximais sem entrar em contato direto
com os elementos neurais verdadeiros. Além disso, esta sutura preserva o
tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos existentes abaixo do epineuro, de
grande importancia para evitar a formacao de tecido cicatricial.

Evans et al. (1991) compararam a NTT realizada com os fasciculos
alinhados ou nao. Segundo estes autores, a recuperagdo funcional na
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neurorrafia com o correto alinhamento dos fasciculos foi superior, e afirmaram
que o alinhamento fascicular é fator importante no reparo de um nervo. Porém,
segundo Lundborg (1987, 2000), ndo € um fator imprescindivel.

A sutura perineural foi realizada por diversos autores visando a
obtencdo de um perfeito alinhamento entre os fasciculos de um nervo
seccionado (Rosegay & Edwards, 1980; Braun, 1982; Stopiglia & Erhart, 1987).

Este tipo de sutura permite a boa orientacdo fascicular em nervos
monofasciculares ou com poucos fasciculos (Millesi, 1973; Bora et al., 1976;
Orgel & Terzis, 1977; Terzis, 1979; Kline et al., 1981; Kutz et al., 1981; Millesi,
1981).

Segundo Bora (1967), esta técnica apresenta a desvantagem de
causar lesdes no suprimento vascular do nervo durante a disseccao dos
fasciculos para seu alinhamento.

Trabalhos realizados comparando as técnicas de neurorrafia
epineural ou perineural ndo demonstraram diferenga significativa entre as duas
técnicas (Braun, 1982; Lundborg, 1987).

Ferreira et al. (1974) e Venault et al. (1981) afirmaram que, em
nervos multifasciculares, uma melhor coaptacdo é obtida por meio da
aproximacao individual de fasciculos através da associacdo de duas técnicas
de sutura, a epineural e a perineural (fascicular). A sutura epiperineural foi
proposta por Ferreira et al. (1974), aconselhando a utilizacao de minima tensao
na sutura.

A NTT é a forma mais compativel com o processo
anatomopatoldgico da regeneracao nervosa, ou seja, existéncia de um coto
proximal com axbénios em regeneracdo penetrando em um tubo endoneural
vazio apos degeneragcdo Walleriana. Assim, esta técnica deve ser a técnica de
escolha quando se dispde de um coto proximal e outro distal (Viterbo, 1992a).

Em casos onde ha perda do coto proximal, a op¢ao é seccionar um
nervo vizinho e suturar seu coto proximal ao coto distal do nervo lesado.
Porém, esta técnica causa prejuizo funcional ao nervo doador e as estruturas

por ele inervadas (Harris & Tindall, 1991; Lohman et al., 1997).
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Uma opcéao para evitar o sacrificio do nervo doador é a neurorrafia
término-lateral (NTL), onde um nervo é suturado na lateral de outro, este Ultimo

servindo como nervo doador.

Neurorrafia término-lateral

A NTL foi executada pela primeira vez, em 1895, por Ballance (apud
Ballance et al., 1903) que suturou o coto distal do nervo facial seccionado a
uma incisao na lateral do nervo acessorio espinhal para tratamento da paralisia
facial. Estes autores observaram retorno dos movimentos faciais, associados
com movimentos dos ombros. Kennedy (1899) sugeriu técnica similar a de
Ballance et al. (1903), porém, realizou uma incisdo maior no nervo doador
deixando intacto apenas o epineuro do lado oposto a NTL, obtendo os mesmos
resultados (apud Papalia et al. 2007).

Outros autores relataram o uso do nervo hipoglosso para a NTL
(Sherren, 1906), mas a inconveniéncia dos movimentos associados persistiu.
Sherren (1906) sugeriu que fosse realizada incisdo longitudinal ou transversal
no nervo doador para aumentar o contato entre os axénios deste e do nervo
receptor.

Estes métodos apresentavam prejuizos funcionais como resultado
da desnervacdo de musculos inervados pelos nervos acessério espinhal e
nervo hipoglosso. Provavelmente, esta foi a causa que levou Babcock (1927) a
sugerir o0 abandono desta técnica.

Desde entdo, houve uma interrupcdo no relato de utilizacdo de NTL
até a publicacdo de Krivolutskaia et al. (1989). Estes autores trataram alguns
casos de paralisia do ramo mandibular suturando seu coto distal a lateral do
ramo bucal do nervo facial. Antes da sutura, estes autores realizaram ranhuras
na lateral do nervo doador com uma agulha. Estes autores afirmaram terem
alcancado completa recuperacdao funcional em quatro dos sete pacientes
operados.

May et al. (1991) suturaram o coto distal do nervo facial lesado ao
nervo hipoglosso parcialmente seccionado e minimizaram subsequentes danos

funcionais a lingua.
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Em todas estas técnicas foi criada uma lesdo na lateral do nervo
doador no local da NTL. Tanto as incisées (Ballance et al., 1903; Sherren
1906; May et al., 1991) ou ranhuras (Krivolutskaia et al., 1989), quebraram as
barreiras de tecido conectivo permitindo o crescimento de axénios para dentro
dos nervos receptores. Além disso, a secgdao de fibras axoniais do nervo
doador no local da incisdo levava a uma uniao término-terminal entre os tubos
endoneurais do nervo doador e do nervo receptor.

Em 1992, Viterbo et al. introduziram a NTL sem lesdo no nervo
doador. No primeiro estudo em ratos, eles suturaram o coto distal do nervo
fibular comum na lateral do nervo tibial, sem incisdo ou abertura de janela
epineural. Nenhum prejuizo ao nervo doador ou as estruturas por ele inervadas
foi observado. Estes autores relataram um novo fendbmeno, o crescimento de
axoénios do nervo intacto para o coto distal do nervo receptor.

Os resultados obtidos por Viterbo et al. (1992) foram confirmados
por trabalhos posteriores (Lundborg et al., 1994b; Lohman et al., 1997; Ting et
al., 1998; Rovak et al., 2000; Matsuda et al., 2005).

A grande discussao passou a ser a possivel contaminagdo motora
do coto distal por axdnios originarios do coto proximal, pois isto invalidaria a
conclusao apresentada por Viterbo et al. (1992, 1994a).

Para prevenir a contaminacao do coto proximal, Viterbo et al. (1992,
1994a); Zhang et al. (1998) e Kalliainen et al. (1999), inseriram o coto proximal
do nervo fibular comum em musculos adjacentes.

Outros modelos foram apresentados como o modelo de minima
lesdo de Terzis (Noah et al., 1997a). Neste modelo, os autores utilizaram um
enxerto de nervo cruzando para o lado contralateral, isolando a area da NTL do
coto proximal do nervo obturador, evitando sua contaminacéo. Variacoes desta
técnica foram apresentadas (Rovak et al., 2000; Goheen-Robillard et al., 2002).
Estes trabalhos confirmaram a reinervagdo do nervo receptor, sem a
possibilidade de contaminagdo motora.

Apos confirmagao da eficacia da NTL através de diversos estudos
experimentais, que demonstraram que brotamentos colaterais, tanto de nervos
sensoriais quanto de nervos motores, reinervaram nervos receptores (Noah et
al., 1997b; Shah et al., 1997; Zhao et al., 1997) e que os resultados eram
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comparaveis aos obtidos com NTT (Lohman et al., 1997; Yiksel et al., 1999;

Kalliainen et al., 1999) varios trabalhos surgiram relatando seu uso clinico.

Aplicagé&o clinica da neurorrafia término-lateral

A NTL tem sido utilizada para recuperacao de lesées de nervos nos
membros superiores. Viterbo et al. (1995) realizaram varios enxertos utilizando
NTL para unir o nervo frénico aos troncos C5 e C6 do plexo braquial
avulsionado. Os autores relataram que exames de eletromiografia revelaram o
aumento de uma para trés unidades motoras nos musculos triceps, peitoral
maior e infra-espinhal apdés um ano da cirurgia. Afirmaram que pacientes com
lesbes graves de plexo braquial podem esperar melhoras motoras no membro
superior devido as neurotizacoes obtidas com NTL.

Franciosi et al. (1998) relataram o tratamento de trés pacientes com
rupturas das raizes C5, C6 e C7 usando NTL. O nervo musculocutaneo foi
cortado e suturado a lateral do nervo ulnar. Os autores relataram o retorno de
contracdo do musculo biceps apés um periodo de quatro a seis meses.

No mesmo ano, Mennen (1998a) sugeriu a utilizacdo de NTL no
reparo de lesdes do plexo braquial. Ele concluiu que, na maioria dos casos,
esta técnica demonstrou-se simples e com bons resultados. Outros dois
trabalhos publicados por Mennen, em 2003, relataram a recuperagdao quase
total da sensibilidade e/ou da fungcdo motora (Mennen, 2003; Mennen et al.,
2003).

Ogun et al. (2003) utilizaram NTL para unir o nervo mediano
lateralmente ao nervo ulnar. Apdés 38 meses, eles obtiveram recuperacao da
sensibilidade em todos os pacientes. No entanto, a recuperacdo motora foi
observada em apenas um de trés pacientes. Eles concordaram que a NTL é
uma boa alternativa para o enxerto de nervo em pacientes que apresentem
grande distancia entre as extremidades dos nervos lesados.

Voche (2005) e Voche & Ouattara (2005) trataram lesdes
traumaticas nas maos e dedos utilizando NTL com janela epineural, com

resultados comparados aos de enxertos de nervos ou veias, confirmando os
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resultados de Mennen (1998a, 2003) e Mennen et al. (2003). Millesi (2004)
também utilizou NTL em trauma de plexo braquial relatando bons resultados.

A NTL também tem sido utilizada na recuperacao da sensibilidade.
Viterbo et al. (1993a) relataram o uso de NTL, apds remocado de enxerto de
nervo sural, entre o coto distal do nervo sural e a lateral do nervo fibular comum
superficial. Afirmaram que, apesar da remog¢ao do nervo sural, os pacientes
nao apresentaram area de anestesia naquela regido, mostrando que esta
técnica previne sequelas sensoriais.

Santamaria et al. (1999) compararam NTT e NTL sem remogéo de
janela epineural para promover a recuperagao de sensibilidade ao toque, dor,
sensacoes térmicas apds utilizacdo de retalhos inervados pelo nervo radial
para reconstrucdo de hemiglossectomia. Os resultados de sensibilidade a dor,
obtidos com o uso de NTL, foram inferiores aos obtidos com o uso de NTT,
mas a recuperacao sensorial ocorreu em todos o0s pacientes.

Viterbo & Ripari (2002, 2008) descreveram o uso de NTL para
restaurar a sensibilidade em pacientes paraplégicos. Estes autores ligaram,
através de enxerto de nervo sural, 0s nervos intercostais acima da lesdo e o
nervo ciatico com NTL, em dois pacientes. O primeiro paciente recuperou, apos
quatro anos, sensibilidade de 2 gem T10 a L1 e 300 g em L2 e L3. O segundo,
apos trés anos, recuperou sensibilidade de2gem T10,4gem T11 e 300 g em
T12, e relatou que podia sentir quando a bexiga urinaria estava cheia. Apés a
cirurgia, os pacientes nao apresentaram mais Ulceras de pressao.

Outra utilizagédo clinica da NTL tem sido no tratamento da paralisia
facial (Viterbo, 1993; Yoleri et al., 2000; Galli et al., 2002; Koh et al., 2002;
Kumar & Hassan, 2002; Yamamoto et al., 2003; Frey et al., 2006).

1.5. Paralisia facial

Pacientes com paralisia facial perdem o movimento da musculatura
da mimica facial, de grande importancia na comunicacdo, pois € através dela
que se expressam sentimentos e emocgdes. Os efeitos da paralisia facial sao
debilitantes com uma variabilidade de possiveis problemas funcionais e
estéticos (Tate & Tollefson, 2006). Além disso, o impacto da desfiguragéo facial
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pode resultar em medo de lugares publicos e prejudicar a socializagao.
Portanto, a paralisia facial pode alterar a vida social do paciente, assim como
determinar importante prejuizo psicoldgico, principalmente em criangas (Millesi,
1990; Lenert et al., 1998).

A paralisia facial caracteriza-se por perda da competéncia oral
através da dificuldade na fala e incontinéncia salivar e para liquidos.
Lacrimejamento, ectropio paralitico da pélpebra inferior e lagoftalmo podem
levar a exposigao da cérnea, com ulceracdo e mesmo amaurose. Disfuncdo da
valvula nasal também é frequente (Tate & Tollefson, 2006).

A causa mais comum de paralisia facial é idiopatica (paralisia de
Bell). QOutras etiologias variam com o nivel de lesdo do nervo facial. As lesbes
intracranianas podem ser congénitas (agenesia do nucleo do nervo facial ou
anomalias vasculares) ou adquiridas (doengas degenerativas do sistema
nervoso central, trauma ou tumores como o neurinoma do nervo acustico). No
segmento intratemporal do nervo facial, as lesdes sdo, em sua maioria,
traumaticas, devido a fraturas na base do cranio ou infeccdes, relacionadas
com patologias do ouvido médio, ou sdo iatrogénicas durante cirurgias
otoldgicas. E, no segmento extratemporal do nervo facial, o trauma é a principal
causa da paralisia facial, seguida de neoplasias benignas ou malignas e
cirurgia da glandula parétida (Vlastou, 2006).

A paralisia facial pode ser unilateral ou bilateral, total ou parcial, e
pode ter diversas etiologias que devem ser estudadas antes de um possivel
tratamento cirargico (Alix et al., 2002).

Segundo Falcione et al. (2003), os fatores que influenciam o
resultado do tratamento sdo a etiologia da paralisia, tipo de lesédo, grau de
perda tecidual, vascularidade dos tecidos circundantes, idade e condi¢cdo geral
do paciente, o local da lesdo e, principalmente, a duracdo da paralisia. De
acordo com Vlastou (2006), estes dois ultimos fatores determinam o método de
reconstrucdo e consequente resultado dos procedimentos cirargicos.

Atualmente, apesar do desenvolvimento de técnicas e instrumentos,
nao existe método para recuperacao, totalmente satisfatéria, de uma funcao
tao delicada e complexa como a dos musculos da mimica facial (Jergovic et al.,
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2001). Portanto, todo o esforco deve ser feito no sentido de preservar ou
restabelecer as unidades neuromusculares (Vlastou, 2006).
Entre os diversos métodos para o tratamento da paralisia facial

estdo os métodos de regeneracdo neural e os de transposigdo muscular.

Métodos neurais

Os métodos de regeneracao neural utilizados para o tratamento da
paralisia facial sdo: reparo primario do nervo facial, interposicao de enxertos de
nervo, e enxerto de nervo transfacial.

O reparo primario do nervo facial € realizado em situagbes de
trauma através de neurorrafia término-terminal. Segundo Tate & Tollefson
(2006), muitos fatores limitam o uso desta técnica incluindo perda de
segmentos de nervo e acesso cirdrgico para manuseio de segmentos
intracraniano e intratemporal.

A interposicdo de enxertos de nervo é utilizada quando ha a
necessidade de sacrificio do nervo facial durante ressec¢do de tumores da
glandula parétida, lesées no osso temporal e canceres de pele invasivos, onde
h& a necessidade de obtencdo de adequadas margens oncologicas (Tate &
Tollefson, 2006). Muitos nervos doadores estdo disponiveis, mas o auricular
maior e o sural sdo ideais em termos de acessibilidade, conteldo axonial e
comprimento (Bascom et al., 2000).

Segundo Vlastou (2006), o enxerto de nervo transfacial é indicado
quando o coto proximal do nervo facial ndo esta acessivel. A utilizagdo do
nervo facial contralateral fornece impulsos neurais do lado normal para o lado
paralisado através do enxerto de nervo transfacial, provendo a reinervacao dos
grupos musculares correspondentes.

Scaramella (1971) foi o primeiro a utilizar o enxerto de nervo
transfacial. Ele suturou o ramo cervical do nervo facial normal a um enxerto de
nervo sural, passando sob 0 mento, e conectado a extremidade distal do tronco
do nervo facial paralisado. Em um segundo caso ele utilizou o ramo bucal como

nervo doador.
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No mesmo ano, Smith (1971) descreveu a técnica em que
posicionou o0 enxerto de nervo sural na regido supra-labial, ligando o ramo
bucal-zigoméatico do nervo facial normal aos ramos periféricos no lado
paralisado. Este autor afirmou ter obtido melhor simetria em trés pacientes
operados.

Esta técnica foi modificada por Anderl (1973) através da utilizacado
de multiplas neurorrafias entre os ramos do nervo facial. Em 23 pacientes
foram utilizados quatro enxertos de nervo sural, o primeiro posicionado na
regiao frontal ligando o ramo zigomatico do lado doador e o lado paralisado;
dois enxertos foram posicionados acima do labio, ligando diferentes grupos de
fasciculos, ao lado paralisado; e o ultimo enxerto foi utilizado para tratar o
segmento mandibular marginal. O autor afirmou que apenas quatro dos 23
pacientes apresentaram resultado pobre.

Conley & Backer (1979) suturaram o coto proximal do nervo
hipoglosso ao coto distal do tronco do nervo facial utilizando NTT. Os autores
classificaram os movimentos como bons em 77% dos pacientes. Afirmaram
que as vantagens desta técnica sdo, entre outras, melhora do tono facial e
movimentos faciais voluntarios controlados pela lingua.

Todas estas técnicas utilizaram enxerto de nervo transfacial com
NTT em ambos os lados. No lado sadio, a neurorrafia € utilizada em ramos
menos calibrosos, pois a seccdo de ramos mais calibrosos causariam paralisia
facial também no lado normal. No lado paralisado é realizada sec¢éo do tronco
do nervo facial, onde o enxerto € suturado. A desvantagem deste método é
necessidade de aplicacdo tardia, pois, o tempo ideal de aplicacdo da NTT, é de
seis meses a um ano apos o inicio da lesao, para certificar de que nao ha
nervos distais sadios (Tate & Tollefson, 2006); necessidade de secgao de
nervos normais para realizacdo da NTT, o que limita o nimero de enxertos a
serem utilizados, pois um grande numero de enxertos poderia provocar uma
paralisia facial no lado normal (Viterbo, 1992b).

Viterbo (1992b) propés a técnica do enxerto de nervo transfacial com
neurorrafia término-lateral. Nesta técnica é realizada uma incisao pré-auricular,
e o0 enxerto de nervo sural € suturado ligando o tronco do nervo facial sadio ao

tronco do nervo facial lesado através de NTL, sem secciona-los. De acordo
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com o autor, a vantagem desta técnica € possibilitar uma aplicacao precoce,
pois ndo ha necessidade de seccado de nervos, possivelmente funcionais, no
lado lesado, e ndo causar lesdo no nervo doador, 0 que permitiria a utilizacao
de inUmeros enxertos.

Em 1993, Viterbo descreveu uma modificacdo desta técnica para
utilizagdo em pacientes com paralisia facial superior a um ano. Nesta técnica
uma das extremidades do nervo sural € suturada a lateral intacta do nervo
facial sadio através de NTL, e a outra extremidade é suturada, apds seccao, ao
coto distal do tronco do nervo facial lesado com NTT. A vantagem desta técnica
€ ndo causar lesdo no nervo facial sadio e, teoricamente, aumentar a qualidade
da inervagéo no lado lesado.

Se a paralisia facial estiver instalada ha mais de um ano e meio, néo
existe mais possibilidade de reconstrugéo nervosa (Chuang & Wei, 1989; Tate
& Tollefson, 2006; Vlastou, 2006), pois, apos este tempo a atrofia das placas
motoras ja estd estabelecida, e, portanto, ndo é possivel a reinervacao
neuromuscular das unidades funcionais da face (Gagnon & Molina-Negro,
1989). Assim, novos complexos neuromusculares deverao ser transferidos para
reabilitacdo do lado facial paralisado (Vlastou, 2006). Uma alternativa é a

transposicao muscular.

Transposicdo muscular

Muitos musculos tém sido utilizados na transposigdo muscular,
dentre eles: o platisma (Edgerton et al., 1975); musculos do pé, como o
extensor dos dedos (Vedung et al.,, 1984) e o abdutor do halux (Jiang et al.,
1995); musculo esternocleidomastoideo (Schottstaedt et al., 1955); reto
abdominal (Koshima et al., 1997a); reto femoral (Koshima et al., 1994; Koshima
et al., 1997b); latissimo dorsal (Harii et al., 1998); gracilis (Gousheh et al., 1995;
Ferreira & Marques de Faria, 2002; Kumar & Hassan, 2002); serratus anterior
(Buncke et al., 2002) e peitoral menor (Terzis, 1989; Scevola et al., 2003).

Outra técnica utilizada na reabilitacdo do movimento da mimica
facial é a transposicdo de musculos da mastigacao, conhecida desde o inicio
do século XX, como o musculo masseter (Baker & Conley, 1979; Correia &
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Zani, 1973) e o temporal (Gilles, 1934; May & Drucker, 1993). A vantagem
desta técnica é que estes musculos sdo inervados pelo nervo trigémeo,
portanto, ndo sdo comprometidos pela lesdo no nervo facial. Através desta
técnica, ao morder, o paciente sorri (Baker & Conley, 1979; May, 1984).

O musculo temporal é geralmente o escolhido para transposicéo,
pois seu vetor de tracdo coincide com o do musculo zigomatico, responsavel
pelo sorriso. Gilles (1934) propbs a liberacao da parte posterior do musculo
temporal de sua origem rebatendo-o por cima do arco zigomatico, sendo
suturado ao sulco nasolabial, apds alongamento com enxerto de fascia lata. A
desvantagem deste método é o volume antiestético na regido zigomatica,
causado pelo rebatimento do musculo temporal.

Em 1953, MaclLaughlin propés a mobilizacdo ortodromica do
musculo temporal, onde o musculo era deslizado por baixo do arco zigomatico
apos osteotomia do processo corondide, via incisdo intra-oral. O musculo
temporal era, entdo, ligado ao musculo orbicular da boca através de uma tira
de fascia lata. Diferentemente da técnica de Gilles, 0 musculo ndo tinha seu
sentido invertido.

Breidahl (1996) sugeriu procedimento semelhante ao de
MacLaughlin, porém, com abordagem extra-oral e retirada do arco zigomatico.
Um enxerto de fascia lata era suturado ao tendao do musculo temporal e ao
musculo orbicular da boca, préximo a comissura labial.

Posteriormente, Viterbo & Faleiros (1999) propuseram técnica
semelhante a de Breidahl, porém sem ressecc¢ao do arco zigomatico. Segundo
os autores, a vantagem desta técnica é que o tempo cirargico € menor e a
cirurgia pode ser feita com anestesia local, além de possibilitar melhor
resultado estético.

Labbé & Huault (2000) descreveram a técnica chamada mioplastia
de alongamento do musculo temporal, suturando seu tendao diretamente ao
musculo orbicular da boca, sem enxerto de fascia lata. O arco zigomatico é
removido para expor o processo corondide, e novamente posicionado e fixado
apos a anteriorizacdo do musculo temporal. Segundo os autores, os resultados
obtidos foram excelentes.
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Em 2003, Labbé et al. relataram aperfeicoamento em sua técnica de
alongamento do temporal adicionando um enxerto de nervo transfacial. A
extremidade superior do nervo sural foi suturada de maneira término-terminal a
um dos ramos do nervo temporal profundo, que foi seccionado. A outra
extremidade foi suturada a um ramo distal do nervo facial sadio (palpebral
inferior ou zigomatico) realizando uma dupla inervacdo do musculo temporal,
via seus nervos originais e via enxerto transfacial.

Esta técnica permite que o musculo temporal seja acionado
precocemente, apds algumas semanas, ao morder, determinando o0 sorriso
voluntario e, tardiamente, ap6s a regeneragao dos axdnios via enxerto de nervo
transfacial, de forma espontanea. Labbé et al. (2003) afirmaram que o enxerto
de nervo parece ajudar a transposicao muscular a obter melhor funcéo facial e,
portanto, aumenta a qualidade do sorriso espontdneo. Indicaram a dupla
inervacdo do musculo temporal para criangas, adultos jovens ou naqueles
pacientes onde a realizacao de fisioterapia € dificultada.

Ao seccionar um dos ramos do nervo temporal profundo Labbé et al.
(2003) realizaram uma desnervacao de parte do musculo temporal. Desta
maneira, estas fibras musculares estao sujeitas a uma reinervacao através do
enxerto de nervo sural, que, se tratando de um enxerto longo, pode nao ocorrer
adequadamente ou mesmo ndo ocorrer, levando a uma atrofia muscular e,
consequentes prejuizos funcionais ao paciente.

Uma alternativa para evitar a seccdo de um dos ramos do nervo
temporal profundo e risco de atrofia muscular, seria a realizagdo da dupla
inervagdo muscular através de NTL, suturando a extremidade do enxerto de
nervo sural a lateral do ramo do nervo temporal profundo. Assim, o musculo
temporal ndo correria o risco de perder sua forgca ou sofrer desnervagao.
Porém, seria possivel a ocorréncia de dupla inervacdo muscular através de
NTL? Ou seja, o enxerto de nervo sural e o nervo temporal profundo
inervariam, simultaneamente, o musculo temporal?

Se a dupla inervacdo nao ocorresse, o nervo temporal profundo
poderia ser seccionado proximalmente a NTL em um segundo tempo cirurgico.
Nesta situacdo, seria possivel que o enxerto inervasse imediatamente o

musculo temporal evitando sua atrofia?
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Sabendo-se que as colunas de células de Shwann ou bandas de
Blgner, formadas apds degeneracdo Walleriana, € uma via indispensavel para
que ocorra reinervacao do 6rgao alvo (Cajal, 1928 apud Ide, 1996), o nervo
receptor sofreria degeneracao Walleriana anterior a inervagao pelo enxerto de

nervo?
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2. Objetivos

1. Analisar a ocorréncia de dupla inervacao muscular através de NTL, ou
seja, se tanto a NTL quanto a inervacgao original do musculo, interferem,

simultaneamente, na contragéo e trofismo muscular.

2. Avaliar a imediata inervacdo muscular através da NTL, apds seccao do
nervo receptor, evitando atrofia muscular. Ou seja, se o enxerto é capaz
de determinar a inervacao logo apdés a seccao do nervo receptor

proximalmente a neurorrafia.

3. Avaliar a ocorréncia de degeneragdo Walleriana no segmento distal a
NTL no nervo receptor.
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3. METODO

Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa Experimental da
Faculdade de Medicina da UNESP — Campus de Botucatu, no Laboratério de
Cirurgia e Ortopedia (cirurgias e teste da avaliacado da marcha) e no
Laboratério de Urologia (teste eletrofisiol6gico, coleta das pecas histoldgicas,

sacrificio dos animais e confec¢do das laminas histologicas).
3.1. Animais

Todo o procedimento esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), sob o protocolo n®. 427 da Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina da UNESP — Campus de
Botucatu (Anexo 1).

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP -
Campus de Botucatu. Foram utilizados 140 ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar, machos, pesando, em média, 195,6 (£ 18,8) g. Os animais
foram divididos, através de sorteio, em sete grupos experimentais. As cirurgias

foram realizadas conforme o grupo no qual o animal foi incluido.
3.2. Cirurgia

Todos os procedimentos cirurgicos e de coleta foram realizados pelo

pesquisador, padronizando-se 0 método.
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foram

Precedendo cada procedimento cirurgico o0s animais
anestesiados com pentobarbital sodico (30 mg/Kg, i.p.), realizada tosquia e
assepsia com PVPI (polivinilperrolidona-iodo).

Em todos os animais foi realizada incisdo de dois centimetros no

membro posterior direito. Os nervos ciatico, fibular comum e tibial foram

dissecados.
Os animais foram divididos, aleatoriamente, entre os grupos

nenhum outro

experimentais.
ou controle de normalidade,

No grupo G1
procedimento foi realizado além da dissec¢ao nervosa (Fig. 1). Os animais

foram sacrificados aos 120 dias.
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Figura 1 — Esquema da cirurgia realizada no G1. NFC = nervo fibular comum; NT =

i

//%
)

nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial direito.
No grupo G2 ou controle de desnervagao, o nervo fibular comum foi

seccionado e os cotos proximal e distal foram invertidos 180 graus, inseridos
em musculatura adjacente e fixados de forma a ndo permitir a reinervacao (Fig.

2). Os animais foram sacrificados aos 120 dias.
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MTCD

Figura 2 — Esquema da cirurgia realizada no G2. NFC = nervo fibular comum; MTCD =
musculo tibial cranial direito.

No grupo G3 o nervo tibial foi seccionado e o coto proximal suturado
na face lateral do nervo fibular comum, sem abertura de janela epineural. Os

animais foram sacrificados ap6s 120 dias (Fig. 3).
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Figura 3 — Esquema da cirurgia realizada no G3. NFC = nervo fibular comum; NT =
nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial direito.

No grupo G4 foi realizado o mesmo procedimento do grupo G3, ou
seja, seccgao do nervo tibial e sutura de seu coto proximal na lateral intacta do
nervo fibular comum. Apds 120 dias, o nervo fibular foi seccionado proximal a
neurorrafia e os cotos invertidos e suturados em musculatura adjacente. Os
animais foram sacrificados apdés 30 dias da segunda cirurgia (Fig. 4). Este
grupo foi criado para verificar se a dupla inervagédo seria capaz de manter a

inervacao do musculo tibial cranial apds sec¢éao do nervo fibular comum.
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Flgura 4 — Esquema da C|rurg|a realizada no G4. A = cirurgia realizada conforme G3;
B = cirurgia realizada ap6s 120 dias; NFC = nervo fibular comum; NT = nervo tibial;
MTCD = musculo tibial cranial direito.

No grupo G5 foi realizado o mesmo procedimento do grupo G3, ou
seja, seccgao do nervo tibial e sutura de seu coto proximal na lateral intacta do
nervo fibular comum, porém, neste grupo, os animais, diferentemente do GS3,
foram sacrificados com 150 dias (Fig. 5). Este grupo foi criado porque no grupo

G4 os animais mantiveram a neurorrafia término-lateral por 150 dias.

i Pt\'\'\:

NFC = m
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NT MTCD

Figura 5 — Esquema da cirurgia realizada no G5. NFC = nervo fibular comum; NT =
nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial direito.
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No grupo G6 foi realizado o mesmo procedimento do grupo G3, ou
seja, secccao do nervo tibial e sutura de seu coto proximal na lateral intacta do
nervo fibular comum. Ap6s 120 dias, os nervos tibial e fibular comum foram
seccionados proximal a neurorrafia, invertidos 180 graus, inseridos em
musculatura adjacente e fixados para evitar a reinervacdo. Os animais foram
sacrificados 30 dias apds as seccoes (Fig. 6). Este € um grupo desnervado
para comparacao ao G4.

1\\\}\ NFC f/
‘7%_ M( "ﬂ =) = |
7 W \
NT MTCD = e
MTCD
NT
A B

Figura 6 — Esquema da cirurgia realizada no G6. A = cirurgia realizada conforme G3;
B = cirurgia realizada ap6s 120 dias; NFC = nervo fibular comum; NT = nervo tibial;
MTCD = musculo tibial cranial direito.

No grupo G7 o nervo fibular comum foi seccionado 30 dias antes da
cirurgia proposta no grupo G3, ou seja, secc¢ao do nervo tibial e sutura de seu
coto proximal na lateral intacta do nervo fibular comum. Os animais foram
sacrificados ap6s 120 dias da realizacao da NTL (Fig. 7). Este grupo foi criado
para compararar a dupla inervagdo com a reinervagao através de NTL.
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Figura 7 — Esquema da cirurgia realizada no G7. A = desnervagdo do musculo tibial
cranial direito; B = cirurgia realizada apds 30 dias; NFC = nervo fibular comum; NT =
nervo tibial; MTCD = musculo tibial cranial direito.

As cirurgias foram realizadas com o auxilio de microscopio cirargico
DF Vasconcelos com aumento de 16 vezes.

Para as neurorrafias foram utilizados quatro pontos simples com fio
de nailon 10-0. Apds o procedimento descrito, a incisdo foi suturada com
pontos simples utilizando fio mononailon 4-0.

Os animais foram mantidos em caixas apropriadas contendo cinco
animais cada, em temperatura controlada (25 + 2°C), ciclo claro-escuro de 12
horas com ragéo e agua ad libitum, até o momento do sacrificio.

A Figura 8 mostra os esquemas das cirurgias realizadas nos grupos

utilizados neste trabalho.
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Figura 8 — Esquemas das cirurgias realizadas nos grupos G1, G2, G3, G4, G5, G6 e

G7.




51

METODO

3.3. Testes realizados

Todos os testes foram realizados e os resultados analisados pelo
pesquisador padronizando-se o método.

Teste de avaliagdao da marcha

O teste de avaliacao da marcha (Walking track analysis) foi realizado
no dia pré-determinado para o sacrificio de cada animal, de acordo com a data
de realizacao da cirurgia.

As patas traseiras de cada animal foram umedecidas em tinta
nanquim preta, e, os animais induzidos a andar por um corredor de 78 cm X 9

cm, sobre uma folha de papel branco com dimensdes apropriadas (Fig. 9).

Figura 9 — Teste da marcha (walking track analysis).

As pegadas deixadas na folha de papel branco foram analisadas
através das medidas da distancia entre os dedos da pata experimental (E) e os
dedos da pata normal (N) a frente (TOF); a distancia do calcanhar aos dedos
(PL); distancia entre o primeiro e quinto dedos (TS); distancia entre o segundo
e quarto dedos (IT) (Fig. 10). A partir destas medidas foram realizados os
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célculos do indice funcional do nervo ciatico (IFC), segundo De Medinacelli et
al. (1982)" e o indice funcional do nervo fibular comum (IFFC), segundo Bain et
al. (1989)%

(1) IFC = ETOF = NTOF + NPL —EPL + ETS — NTS + EIT — NIT x 220
NTOF EPL NTS NIT 4

(2) IFFC =1749 x| EPL—NPL |+ 80,3 x|[ETS=NTS | -13,4
NPL NTS

Figura 10 — Medidas realizadas para calculo do indice funcional do nervo ciatico (IFC)
e do indice funcional do nervo fibular comum (IFFC).

Em alguns casos, os animais caminharam sobre o dorso da pata
(Fig. 11) e, portanto, nenhuma medida pdde ser feita no lado experimental.
Nestes casos, atribuiram-se os seguintes valores arbitrarios: ETOF = um terco
da distancia entre duas pegadas normais; NTOF = dois tercos da mesma
distancia; EPL = 80 mm; ETS = 6 mm e EIT = 6 mm, conforme De Medinacelli
et al. (1982).
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Figura 11 — Exemplo de teste para os quais foram atribuidos os valores arbitrarios de
ETOF, NTOF, EPL, ETS, EIT.

Teste eletrofisiologico

Para a realizagdo do teste eletrofisiolégico a temperatura ambiente
foi mantida em torno de 25°C.

Nos grupos G1, G2, G3 e G5, o teste eletrofisiolégico foi realizado
em um unico momento: imediatamente antes do sacrificio dos animais. E nos
grupos G4, G6 e G7 em dois momentos, antes da seccdo nervosa (G4 e G6)
ou da neurorrafia (G7) e imediatamente antes do sacrificio dos animais.

Apds anestesia com pentobarbital sédico (30 mg/kg, i.p.), 0s animais
foram imobilizados em decubito ventral. Foi realizada, apds tosquia e assepsia,
uma ampla incisdo no membro posterior direito permitindo acesso aos nervos
ciatico, fibular comum e tibial, e muasculo tibial cranial. O potencial de acao
composto foi registrado por eletrodos de agulha ativo e de referéncia (Fig. 12c).
O eletrodo ativo foi implantado no centro do musculo tibial cranial, e o de
referéncia proximo ao tendao de inser¢cdo do musculo (Fig. 12a). A avaliacdo
das propriedades funcionais do musculo foi feita através de estimulos elétricos
deflagrados por um eletrodo bipolar, especialmente desenvolvido para este
propésito, cujo catodo e &nodo estavam distantes 2 mm (Fig. 12b). O eletrodo
de estimulacdo bipolar foi posicionado diretamente sobre o nervo ciatico, de
modo que, nos grupos G3, G4, G5, G6 e G7, a estimulagéo foi feita proximal a
neurorrafia, possibilitando a propagacdo dos impulsos elétricos através dela
(Fig. 12a).
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A frequéncia do estimulo foi fixada em 1 pps e a duragdo em 100 ps.
A intensidade de estimulo utilizada, constante em todos os animais, foi de 5,1
volts.

Os dados de amplitude e laténcia foram comparados entre os sete

grupos. Foi utilizado o eletromiégrafo da marca Sapphire Il 4ME (Fig. 12d).

':r.".":.'::::.t.; = i
STENE T e

Figura 12 — Teste eletrofisiolégico. a — posicionamento dos eletrodos; b — eletrodo de
estimulacao bipolar; ¢ — eletrodos de captagdo em agulha; d — eletromiografo.

Nos animais que ndo apresentaram resposta muscular ao estimulo
elétrico os valores de laténcia tenderam ao infinito, sendo atribuido um valor

altissimo (1000 ms) para efeito de célculo.
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3.4. Coleta das pecas histoldgicas e sacrificio

ApOés a realizacao do teste eletrofisiolégico, procedeu-se a coleta de
segmentos dos nervos fibular comum e tibial, assim como a coleta do musculo
tibial cranial direito e esquerdo de cada rato.

Os musculos tibiais craniais esquerdos foram pesados sem o tendao
e descartados. A média das massas destes musculos (E) foi utilizada para
comparagao com 0s grupos experimentais.

Os musculos tibiais craniais direitos foram pesados sem o tendao e
mantidos imersos em nitrogénico liquido (-196°C) até o momento do
processamento histoldgico.

Os segmentos de nervo coletados foram fixados e mantidos em
solucdo de Karnovisk e refrigerados a 4°C até o momento do processamento
histologico. N1 é o segmento de nervo fibular comum distal a NTL; N2 é o
segmento de nervo tibial proximal a NTL; N3 é o segmento de nervo fibular
comum proximal a NTL; N4 é o segmento “T” correspondente a NTL; os cotos
inseridos em musculatura adjacente também foram coletados, N5 coto proximal
do nervo fibular comum; N6 coto distal do nervo tibial e N7 coto proximal do
nervo tibial (Fig. 13).

Apbs a coleta das pecas histolégicas de interesse, os animais
receberam  dose letal de  pentobarbital sbédico, administrado

intraperitonealmente.
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MTC = Mudsculo tibial cranial

NF = Nervo fibular comum
NT = Nervo tibial

TC N4, N5, N6 E N7 = Corte
longitudinal

N1=Corte transversal distal a
neurorrafia em NF

N2=Corte transversal proximal a
neurorrafia em NT

N3 = Corte transversal proximal
a neurorrafia em NF

180°

Figura 13 — Musculo tibial cranial e segmento de nervo coletados e enviados para
histologia conforme grupo experimental.

3.5. Processamento histolégico do musculo tibial cranial

Os musculos tibiais craniais direitos, congelados em nitrogénio
liquido, foram submetidos a secgdes transversais de 7 um em criostato Leica
CM1850. As secgdes foram realizadas na regido central, transversalmente ao
maior eixo do musculo. Foram realizados de 4 a 6 cortes de um mesmo
musculo possibilitando a escolha de um corte com menos artefatos histol6gicos
durante a andlise. Os cortes histolégicos foram corados pela técnica de
Hematoxilina — Eosina (HE).

As laminas foram identificadas com o numero de registro no
laboratério para que o pesquisador ndo soubesse a que animal ou grupo
pertencia. A numeracao real foi revelada apenas para a analise estatistica.

Digitalizagcdo das imagens da lamina histologica do musculo tibial cranial.

As laminas histoldgicas foram observadas ao microscépio éptico em
menor aumento (50 vezes) para escolha do corte histolégico com menos
artefatos. Foi utilizado aumento de 200 vezes para a analise das fibras

musculares.
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As imagens foram capturadas por uma camera digital Leica DFC 280
e salvas em microcomputador Pentium IV 3.2 HT, 1 GB DDR, HD 80 GB.
Foram salvas, aleatoriamente, 10 imagens de diferentes campos de um mesmo

corte histologico (Fig. 14).

Figura 14 — Escolha do corte histolégico e das 10 imagens, de diferentes campos,
salvas para posterior medida de area e menor didametro das fibras musculares.

Medidas de area e menor didmetro das fibras musculares

As imagens digitalizadas e salvas foram analisadas através de
medidas de area e menor diametro das fibras musculares.
As medidas foram feitas de modo semi-automatico utilizando-se

software Sigma Pro Image Analysis, versao 5 da Jandel Scientific Corporation.

As fibras foram medidas, aleatoriamente, tomando-se uma fibra de
cada quadrante da imagem e uma central. Portanto, foram medidas 5 fibras por

imagem salva (Fig. 15), ou seja, 50 fibras por lamina.

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

comparagao entre 0s grupos.
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Figura 15 — Escolha aleatéria de cinco fibras musculares em uma mesma
imagem.

3.6. Processamento histologico dos segmentos de nervo

Os segmentos de nervo N1, N2 e N3 (Fig. 13), fixados em solucéo
de Karnovisk, foram processados pela técnica de resina Araldite 502® para
microscopia eletronica.

Apoés fixagdo por um periodo superior a 24 horas em solugdo de
Karnovisk, e lavagem em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,3) por trés vezes com
duracao de cinco minutos cada vez, os segmentos de nervo sofreram uma pré-
coloracado com tetroxido de ésmio (1:1) por duas horas. Apds nova lavagem
com tamp&o fosfato, foi realizada desidratacdo por uma bateria de
concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%). A inclusao em
resina Araldite® foi realizada em duas etapas: em uma solucdo de resina e
acetona (1:1), permanecendo por 24 horas em dissecador; € em resina, apos
10 minutos em dissecador, permanecendo em estufa a 37°C por uma hora. O
emblocamento foi realizado posicionando-se o0 segmento de nervo em resina

Araldite® e mantido em estufa a 60°C por 48 horas para polimerizacéo (Fig. 16).
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Antes do corte histoldégico os blocos foram trimados, ou seja,
preparados para o corte através da eliminacao do excesso de resina ao redor
do segmento de nervo. Esta trimagem foi realizada em lupa Carl Zeiss Jema
adaptada, em aumento de 1,6 x, com auxilio de uma lamina Gillette®.

Com o bloco preparado foram realizados cortes transversais semi-
finos (0,5 um) em microtomo Leica MZ6. Apos o corte, a lamina foi aquecida
sobre uma chapa a 45°C para secagem e pré-aderéncia. A seguir a lamina
permaneceu em estufa a 60°C por 12 horas para aderéncia do corte a lamina
de vidro.

A coloracao foi realizada manualmente, lamina por lamina, com azul
de toluidina 1% durante 5 minutos. Apds a secagem a laminula foi colada e a
lamina identificada com o numero de registro no laboratério.

Os segmentos de nervo N5, N6 e N7 (Fig. 13), foram incluidos em
parafina e corados pela técnica de Hematoxilina — Eosina. Estes segmentos
foram avaliados quanto a formagéao de neuromas de amputagao.

Os segmentos de nervo N4 foram corados pelo método de
Bielschowsky e analisados quanto ao crescimento dos axénios do nervo
doador para dentro do nervo receptor.

Digitalizagcdo das imagens das laminas histolégicas de nervos

As laminas histoldgicas foram observadas ao microscépio éptico em
aumento de 100 vezes para escolha do corte histolégico com menos artefatos.
Foi utilizado aumento de 400 vezes para a analise das fibras nervosas.

As imagens foram capturadas por uma camera digital Leica DFC 280
e salvas em microcomputador Pentium IV 3.2 HT, 1 GB DDR, HD 80 GB.
Foram salvas duas imagens de diferentes campos de um mesmo corte

histolégico.
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Medidas de area e menor didmetro das fibras nervosas

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

As medidas foram feitas de modo semi-automatico utilizando-se

software Sigma Pro Image Analysis, versdo 5 da Jandel Scientific Corporation.

Apo6s abrir a imagem a ser analisada, foi realizado um aumento
(“zoom”) e este campo foi medido em 50 imagens, obtendo-se uma area média
de 5128,17 um2. Todas as fibras nervosas inteiras presentes nesta area, com
excecdo das fibras que apresentaram artefatos de fixacdo, foram medidas e

contadas.

Apéds contagem das fibras nervosas calculou-se a densidade axonial,

medida em axdnio/um?, através da formula:

Densidade axonial = numero de ax6énios/5128,17 pm?

Foram realizadas as medidas da area e diametro minimo da fibra
nervosa e do axénio (Fig. 17). As medidas da area da bainha de mielina foram

obtidas subtraindo-se a area axonial da area da fibra nervosa.

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

comparagao entre 0s grupos.
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Figura 17 — Selegédo das fibras axoniais para medidas de &rea axonial, didmetro
axonial e area da bainha de mielina. Fibras inteiras circuladas internamente (axénio)
em azul e externamente (fibra nervosa) em amarelo.

3.7. Anadlise Estatistica

Para a comparagéo dos sete grupos entre si, foi utilizada Analise de
Variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey, se detectada diferenca
estatistica.

Quando comparados as massas iniciais as massas finais dos ratos,
ou os dados do estudo eletrofisiol6gico antes das secgdes nervosas (G4 e G6)
ou da NTL (G7) e antes do sacrificio dos animais, foi utilizado teste “t” pareado.

Para comparagcdo das medidas de didametro minimo nos segmentos
N1 e N3 nos grupos G3, G5 ou G7, foi utilizado teste “t” de Student.

Em todas as andlises foi utilizado nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Massa corporal

Quando avaliadas as massas corporais, medidas antes da cirurgia
(inicial) e antes do sacrificio (final) dos ratos, ndo foi observada diferenca
estatistica. Houve aumento significativo de massa, em todos os animais
observados, quando comparadas as massas iniciais com as finais (Fig. 18 e
Tabela 1).
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200 ~
100 -

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
GRUPOS

Figura 18 — Massa dos ratos (g). No grafico estdo representadas as médias e os
respectivos desvios padrdes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 1 — Massas iniciais e finais dos ratos
Massa (g)
Grupo
Inicial Final
G1 196 £ 252 479 +47°
G2 192 +12° 475 +67°
G3 197 +20° 497 +53°
G4 198 + 172 499 + 56 °
G5 201 +22° 494 +75°
G6 199 +21 2 519 +52°
G7 186+8° 537 +74°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.2. Teste de avaliacao da marcha

A Figura 19 e Tabela 2 mostram os resultados do indice funcional do

nervo ciatico (IFC) de cada grupo, expressos como porcentagem de perda da
funcdo normal. Os grupos G3 (-38,4 + 8,8) e G5 (-45,1 £ 12,2) nao diferiram,
estatisticamente, entre si ou dos grupos G6 (-77,2 + 13,5) e G7 (-70,8 £ 7,7). O
G4 (-83,1 = 6,0) nao diferiu do grupo G7 ou dos grupos G2 (-109,3 £7,2) e G6.
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Figura 19 — indice funcional do nervo ciatico. No grafico estdo representadas as
médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica

(p<0,05).
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Tabela 2 — indice funcional do nervo ciatico
GRUPO IFC
Gt 11,9+7,5°
G2 -109,3 +7,2°
G3 -38,4 +8,8°
G4 -83,1 + 6,0™
G5 -451 +12,2°
G6 77,2 +13,5™
G7 -70,8 +7,7%

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Os resultados do indice funcional do nervo fibular comum (IFFC)
estao representadas na Figura 20 e Tabela 3. Apenas o grupo G2 (-81,5 = 9,0)
diferiu dos demais grupos.
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0 . . . . . .
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Figura 20 — indice funcional do nervo fibular comum. No grafico estdo representadas
as médias e o0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica (p<0,05).
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Tabela 3 — indice funcional do nervo fibular comum
GRUPO IFFC

G1 -8,5 +6,7°

G2 -81,5+9,0°
G3 -29,8 + 12,4°
G4 -25,0 +7,6°
G5 -30,0 +10,9?
G6 -34,5 + 8,72
G7 -33,7 + 4,12

Letras diferentes indicam diferencga estatistica.

4.3. Teste eletrofisioldgico

As Figuras 21 e 22 mostram, respectivamente, os resultados obtidos
de amplitude e laténcia dos testes eletrofisioldgicos realizados antes da seccao
do nervo fibular comum e, apds 30 dias, imediatamente antes do sacrificio dos
animais do grupo G4. A amplitude diminuiu significativamente, de 18,7 (£ 1,7)
mV para 4,6 (£ 1,5) mV, apdés a seccao do nervo fibular comum (Fig. 21 e
Tabela 4), porém nao foi observada diferencga estatistica quando analisados os
resultados de laténcia (1,6 £ 0,1 ms e 1,8 £ 0,3 ms) (Fig. 22 e Tabela 4).

Amplitude antes da secg¢ao e antes do
sacrificio - G4

; 25 7 a
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R4 15 4 OSeccéo
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o ]
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< 0

Momento da EMG

Figura 21 — Amplitude (mV) antes da seccao e antes do sacrificio no G4. No grafico
estdo representadas as médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Laténcia antes da sec¢ao e antes do
sacrificio - G4

2.5 1 a

1.5 4 OSeccéo
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0.5 -

Laténcia (ms)

Momento da EMG

Figura 22 — Laténcia (ms) antes da seccao e antes do sacrificio no G4. No grafico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (p<0,05).

O teste eletrofisiologico realizado antes das seccdes dos nervos
fibular comum e tibial e, ap6s 30 dias, imediatamente antes do sacrificio, dos
animais do grupo G6 mostrou diminui¢do significativa da amplitude, de 17,4 (+
2,0) mV para 0,5 (£ 0,5) mV, apds as secgdes (Fig. 23 e Tabela 4). Observou-
se também diferenca estatisticamente significante entre os resultados de
laténcia, que aumentou de 1,7 (x 0,2) ms tendendo para o infinito, ou seja,
auséncia de laténcia (Fig. 24 e Tabela 4).

Amplitude antes das sec¢des e antes
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Figura 23 — Amplitude (mV) antes das secgdes e antes do sacrificio no G6. No grafico
estdo representadas as médias e os respectivos erros padroes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Laténcia antes das sec¢oes e antes
do sacrificio - G6
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Figura 24 — Laténcia (ms) antes das secgbes e antes do sacrificio no G6. No grafico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Quando analisados os resultados do grupo G7 observou-se aumento
significativo da amplitude, de zero para 11,2 (x 0,9) mV (Fig. 25 e Tabela 4), e
uma diminuigao estatisticamente significativa na laténcia de infinito para 2,3 (+
0,1) ms (Fig. 26 e Tabela 4).
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Figura 25 — Amplitude (mV) antes da NTL e antes do sacrificio no G7. No grafico estao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).
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Laténcia antes da NTL e antes do
sactrificio - G7
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Figura 26 — Laténcia (ms) antes da NTL e antes do sacrificio no G7. No grafico estao
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 4 — Amplitude e laténcia antes da seccao/NTL ou do sacrificio nos
grupos G4, G6 e G7

Grupo Seccao/NTL Sacrificio

N Amplitude (mV) 18,7 £1,7° 46+15°

Laténcia (ms) 1,6 +0,12 1,8+0,32

6 Amplitude (mV) 17,4 £ 2,0 0,5+0,5°
Laténcia (ms) 1,7+0,2° ooP

- Amplitude (mV) 0? 11,2+0,9°

Laténcia (ms) oo? 2,3+0,1°

Letras diferentes indicam diferencga estatistica.

Quando todos os grupos foram comparados entre si, nao foi
observada diferenca estatistica de amplitude entre os grupos G1 (29,1 + 1,8
mV) e G3 (22,1 £ 2,7 mV). O grupo G3 nao se diferenciou do grupo G5 (21,5
1,9 mV). Os grupos G2 (zero), G4 (49 =+ 1,6 mV) e G6 (0,5 = 0,5 mV)
apresentaram amplitude estatisticamente menor que os grupos G1, G3 e G5
(Fig. 27 e Tabela 5). O grupo G4 nao se diferenciou do grupo G7 (11,1 £ 0,98).
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Figura 27 — Amplitude (mV). No grafico estdo representadas as médias e o0s
respectivos erros padroes. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Os resultados de laténcia antes do sacrificio dos animais em cada
grupo estdo representados na Figura 28 e Tabela 5. Nao houve diferenca
significativa quando comparados os grupos G1 (1,6 £ 0,1 ms), G3 (1,9 £ 0,1
ms), G4 (1,9 + 0,3 ms), G5 (1,8 £ 0,04 ms) e G7 (2,3 £ 0,1 ms). Os grupos G2 e
G6 nao diferiram entre si, mas diferiram dos demais.
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Figura 28 — Laténcia (ms). No grafico estao representadas as médias e os respectivos
erros padrdes. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).
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Tabela 5 — Teste eletrofisiolégico: comparagao entre 0s grupos

Grupo Amplitude (mV) Laténcia (ms)
Gt 29,1 +1,8° 1,6 £0,12
G2 0° ooP
G3 22,1 +2,7% 1,9+0,1°
G4 4,9 +1,6™ 1,9+0,32
G5 21,5 +1,9° 1,8 £ 0,04°
G6 0,5+0,5° 0oP
G7 11,1 +£0,98° 2,3+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Em todos os animais, exceto os dos grupos G2 e G6, ao se deflagrar
estimulos no nervo ciatico foi observada extensdo do pé com contragdo do

musculo tibial cranial.

4.4. Massa do musculo tibial cranial

Nao foi observada diferenca estatistica entre as massas dos
musculos tibiais craniais dos grupos G1 (0,897 = 0,02g), G3 (0,818 = 0,03 @),
G5 (0,885 £ 0,04 g) e grupo Média MTCE (E) (0,859 + 0,01 g). Estes grupos
apresentaram massa muscular significativamente maior comparado aos grupos
G2 (0,187 £ 0,03 g), G4 (0,431 £ 0,04 g), G6 (0,345 £ 0,02 g) e G7 (0,469 +
0,03 g) (Fig. 29 e Tabela 6). Todos 0s grupos apresentaram massa muscular
maior que o grupo G2 (controle de desnervacao).
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Figura 29 — Massa do musculo tibial cranial (g). No grafico estdo representadas as
médias e o0s respectivos desvios padroes. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica (p<0,05).

Tabela 6 — Massa do musculo tibial cranial

Massa MTCE (MTCD/MTCE x
Grupos Massa MTCD (g)
(9) 100) %
G1 0,897 +0,02 @ 0,826 + 0,02* 109
G2 0,187 +0,03° 0,798 + 0,02* 23
G3 0,818 +0,03 @ 0,850 + 0,01 96
G4 0,431 £0,04 ° 0,873 +0,02* 49
G5 0,885+ 0,04 @ 0,871 £ 0,02 102
G6 0,345 +0,02 ° 0,866 + 0,02* 40
G7 0,469 + 0,03 ° 0,922 + 0,02* 51
Média MTCE (E) 0,859 £0,01° -

Letras diferentes indicam diferenca estatistica. * diferenga estatistica quando

comparado ao grupo correspondente.

A massa do MTCE dos animais do grupo G1 (0,826 + 0,02 Q)

apresentou valor estatisticamente menor (p = 0,014) quando comparado a

massa do MTCD (0,897 = 0,02 g) no grupo G1. Nao foi observada diferenca

estatistica quando comparados os MTCD e MTCE nos grupos G3 e G5 (Tabela

6).
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4.5. Analise morfométrica do musculo tibial cranial

Quando comparadas as medidas das areas das fibras do musculo
tibial cranial de cada grupo (Fig. 30 e Tabela 7), os grupos G3 (1942,3 £ 153,0
um?) e G5 (2131,4 + 166,2 um?) ndo diferiram entre si ou do grupo G1 (2044,3
+ 184,9 um?). Estes grupos apresentaram fibras musculares com &reas
estatisticamente maiores que os grupos G2 (290,5 + 36,3 pm?) e G6 (648,8 +
37,6 pm?), grupos desnervados, e grupos G4 (11354 + 157,8 pm?) e G7
(1216,7 + 105,9 pm?), onde ocorreu reinervagao.

O grupo G2 (290,5 + 36,3 pm?) apresentou fibras musculares
menores que os demais grupos. O grupo G4 (11354 + 157,8 pm?) nao
apresentou diferenca estatistica quando comparado aos grupos G6 (648,8 +
37,6 um?) e G7 (1216,7 = 105,9 pm?3).

Os resultados obtidos nas medidas dos didmetros minimos das
fibras do musculo tibial cranial de cada grupo estao representadas na Figura 31
e Tabela 7. Estes resultados confirmam os obtidos nas medidas de area das

fibras musculares (Fig. 30).
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Figura 30 — Area das fibras do musculo tibial cranial direito (um?). No gréafico estdo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 31 — Diametro minimo das fibras do musculo tibial cranial direito (um). No
grafico estdo representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 7 — Analise morfométrica do musculo tibial cranial direito

Grupo Area (unr’) Diametro Minimo (um)
G1 2044,3 + 1843 50,1 + 2,42
G2 290,5 + 36,3° 18,5+ 1,2°
G3 19423 + 153,0° 48,8 + 2,27
G4 1135,4 + 157,8% 36,6 + 2,5%
G5 2131,4 + 166,2° 51,1 +2.32
G6 648,8 + 37,6° 28,6 + 0,8°
G7 1216,7 + 105,9¢ 38,7 £1,9°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

A coletidnea dos resultados obtidos nos testes funcionais e na

morfometria das fibras musculares esta representada na Tabela 8.
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4.6. Analise morfolégica do musculo tibial cranial

A Figura 32 mostra as imagens representativas das fibras
musculares de cada grupo. Observou-se grande semelhanca entre os grupos
G1, G3 e G5 quanto ao tamanho e forma das fibras musculares e quantidade
de tecido conjuntivo.

Quando comparados os grupos G4 e G7 aos grupos G1, G3 e G5,
observaram-se fibras musculares menores e arredondadas, e aumento de
tecido conjuntivo, porém nao comparavel ao grupo G2 (desnervado), que
apresentou as menores fibras musculares e tecido conjuntivo abundante.

O grupo G6 mostrou-se comparavel aos grupos G4 e G7 quanto ao

tamanho das fibras musculares.

4.7. Analise morfométrica do segmento de nervo N1 (nervo fibular comum
distal a neurorrafia)

Na Figura 33 esta representada a densidade axonial no segmento
de nervo N1. Nao houve diferenga estatistica quando comparados o0s grupos
G1 (0,013 £ 0,002 axénio/ um?), G3 (0,016 + 0,002 axbénio/ um?) e G5 (0,015 £
0,002 ax6nio/ um?). Os grupos G3 e G5 também nao foram diferentes do grupo
G7 (0,019 + 0,003 axbnio/ pm?). O grupo G6 (0,005 £ 0,005 axbnio/ um?3) nao
diferiu, estatisticamente, do grupo G4 (0,004 = 0,0008 ax6nio/ pm?) e do grupo
G2 (0,001 £ 0,0005 axénio/ um?2) (Tabela 9).
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Figura 32 — Fibras do musculo tibial cranial direito. Cortes corados pela técnica de HE.
(1) grupo G1; (2) grupo G2; (3) grupo G3; (4) grupo G4; (5) grupo G5; (6) grupo G6; (7)
grupo G7. Microscopia Optica com aumento de 200 vezes.
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Figura 33 — Densidade axonial (ax6nio/um?) no segmento de nervo N1. No gréfico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 9 — Densidade axonial no segmento de nervo N1

Grupo Densidade axonial (axénio/um?)
G1 0,013 +0,002°
G2 0,001 + 0,0005°
G3 0,016 + 0,002%°
G4 0,004 + 0,0008°
G5 0,015 + 0,002%°
G6 0,005 + 0,005°
G7 0,019 +0,003°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

As medidas de area e de diametro minimo dos axdénios dos
segmentos de nervo N1 estdo representadas, respectivamente, nas Figuras 34
e 35. Os resultados de area dos grupos G3 (5,3 + 0,9 um?) e G5 (4,4 + 0,6 pm?)
nao diferiram entre si. Também néo foi observada diferenca estatistica quando
comparado o grupo G7 (1,4 + 0,2 pm?) aos grupos G2 (0,2 + 0,1 pm?), G4 (1,3
+0,1 pm?) e G6 (1,3 0,5 um?).

Quanto as medidas do diametro minimo, o grupo G3 (2,4 + 0,2 um)
nao diferiu dos grupos G1 (3,1 £ 0,3 um) e G5 (2,2 = 0,2 um). Os grupos G4
(1,2 £ 0,1 pym), G6 (1,1 £ 0,2 um) e G7 (1,3 £ 0,1 um) nao diferiram entre si,
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mas apresentaram médias maiores que as do grupo G2 (0,2 = 0,1 um),
conforme mostra a Tabela 10.
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Figura 34 — Area do axénio (um2) no segmento de nervo N1. No grafico estdo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 35 — Diametro minimo do ax6nio (um) no segmento de nervo N1. No gréfico
estdo representadas as médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 10 — Andlise morfométrica dos axénios do segmento de nervo N1

Grupo Area (um?) Diametro minimo (um)
G 8,4+12° 3,1+0,3°

G2 0,2+0,1° 0,2+0,1°

G3 53+0,9° 2,4+02%

G4 1,3+0,1° 1,2+0,1°

G5 44+0,6° 2,2+0,2°

G6 1,3+0,5° 1,1 +0,2¢

G7 1,4+0,2° 1,3+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Na analise da bainha de mielina os grupos G3 (2,6 + 0,3 um?) e G5
(2,2 + 0,3 pm?) nao diferiram estatisticamente entre si. Também nao houve
diferenca quando o grupo G4 (1,2 + 0,1 um?) foi comparado aos grupos G5 (2,2
+0,3 um?), G6 (1,0 £ 0,2 um?) e G7 (1,2 + 0,1 um?). Os grupos G4, G6 e G7
também nao diferiram estatisticamente do grupo G2 (0,4 + 0,2 pm?) conforme
Figura 36 e Tabela 11.
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Figura 36 — Area da bainha de mielina (um?2) no segmento de nervo N1. No gréfico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 11 — Area da bainha de mielina do segmento de nervo N1
Grupo Area da bainha de mielina (um?®)
G1 4,4 +0,5°
G2 0,4+0,2°
G3 2,6 £0,3°
G4 1,2+0,1%
G5 2,2 +0,3%
G6 1,0 £0,2°
G7 1,2+0,1%

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.8. Analise morfolégica do segmento de nervo N1 (nervo fibular comum
distal a NTL)

A Figura 37 mostra imagens representativas dos segmentos de
nervo N1. Os grupos G3 e G5 apresentaram fibras nervosas de tamanhos
variados e bainhas de mielina bem delimitadas e regulares, porém, com grande
quantidade de fibras de menor calibre quando comparadas as fibras do grupo
G1. Os grupos G4 e G6 apresentaram poucas fibras com diametros pequenos
e aumento de tecido conjuntivo. As fibras do grupo G7 apresentaram-se com
menor didmetro, porém, em maior quantidade quando comparadas as dos
grupos G4 e G6. O grupo G2 apresentou degeneracao das fibras, grande
quantidade de tecido conjuntivo e atrofia do segmento de nervo fibular comum.
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Figura 37 — Imagens representativas do segmento de nervo N1 dos grupos G1, G2,
G3, G4, G5, G6 e G7. Coloragao por tetroxido de ésmio e azul de toluidina.
Microscopia 6ptica com aumento de 400 X.
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4.9. Analise morfométrica do segmento de nervo N2 (nervo tibial proximal
a NTL)

Os grupos G3 (0,016 + 0,001 axénio/um?), G4 (0,013 + 0,001
axénio/um?), G5 (0,017 £ 0,001 axénio/um?) e G7 (0,016 £ 0,001 axdnio/um?2)
nao diferiram entre si, e apresentaram densidade axonial significativamente
maior quando comparados ao grupo G1 (0,008 + 0,0008 axdénio/um?). O grupo
G1 nao diferiu do grupo G6 (0,005 £ 0,001 axénio/um?2), como mostram a
Figura 38 e Tabela 12.
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Figura 38 — Densidade axonial (ax6nio/um?) no segmento de nervo N2. No gréfico
estdo representadas as médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica (p<0,05).

Tabela 11 — Densidade axonial no segmento de nervo N2

Grupo Densidade axonial (axénio/ um?
G1 0,008 + 0,00082
G3 0,016 +0,001°
G4 0,013 +0,001°
G5 0,017 +0,001°
G6 0,005 + 0,0012
G7 0,016 +0,001°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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A area e o diametro minimo dos axbnios estdo representadas,
respectivamente, nas Figuras 39 e 40. O grupo G1 apresentou valores maiores
nos parametros analisados (Tabela 13). Quando analisados a area e o
didmetro minimo, os grupos G3 e G5 néo diferiram dos grupos G4, G6 e G7.
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Figura 39 — Area do axénio (um) no segmento de nervo N2. No gréfico estdo
representadas as médias e os respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 40 — Didmetro minimo do axénio (um) no segmento de nervo N2. No gréfico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica (p<0,05).
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Tabela 13 — Analise morfométrica dos axénios do segmento de nervo N2

Grupo Area (um?) Diametro minimo (um)
G1 9,8 +£0,8° 3,5+0,2°
G3 2,4+0,2° 1,7 £0,1%
G4 3,3+0,2° 2,0 £0,07°
G5 2,7+0,2° 1,8 £0,07>°
G6 2,3+0,8° 1,4 £0,3°
G7 25+0,3° 2,1+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

A area da bainha de mielina esta representada na Figura 41. O grupo
G1 apresentou a maior area (5,6 + 0,3 um?). Os grupos G3 (3,1 + 0,2 pm?), G4
3,3+ 0,2 um?), G5 (3,2 + 0,2 pm?) e G7 (2,6 + 0,2 pm?) nao diferiram entre si
(Tabela 14). O grupo G6 apresentou a menor area (1,3 + 0,3 um? quando
comparado aos demais grupos.
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Figura 41 — Area da bainha de mielina (um?) no segmento de nervo N2. No grafico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica (p<0,05).
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Tabela 14 — Area da bainha de mielina do segmento de nervo N2
Grupo Area da bainha de mielina (um?®)
G1 5,6 +0,3%
G3 3,1+0,2°
G4 3,3+0,2°
G5 3,2+0,2°
G6 1,3+0,3°
G7 2,6 +£0,2°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.10. Analise morfoldgica do segmento de nervo N2 (nervo tibial proximal
a NTL)

As imagens representativas dos segmentos de nervo N2 (Fig. 42)
mostraram grande semelhanca entre os grupos G3, G4, G5 e G7, com maior
namero de fibras de menor calibre quando comparados ao grupo G1. O grupo
G6 mostrou, visualmente, maior quantidade de tecido conjuntivo com menor

namero de fibras, comparado aos grupos G3, G4, G5 e G7.
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Figura 42 — Imagens representativas do segmento de nervo N2 dos grupos G1, G3,

G4, G5, G6 e G7. Coloracao de tetréxido por ésmio e azul de toluidina. Microscopia
Optica com aumento de 400 X.
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4.11. Andlise morfométrica do segmento de nervo N3 (nervo fibular

comum proximal a NTL)

Quanto a densidade axonial no segmento de nervo N3, ndo foi
observada diferenga estatistica quando comparados os grupos G1 (0,013 %
0,002 axbnio/um?), G3 (0,009 + 0,0007 axbénio/um?), G5 (0,01 + 0,0008
axénio/um?) e G7 (0,014 = 0,002 ax6nio/um?). O grupo G4 (0,005 + 0,001
axénio/um?) nao diferiu do grupo G3 ou dos grupos G2 (0,0009 = 0,0005
axénio/um?) e G6 (0,003 + 0,0007 axdnio/um?) como mostram a Figura 43 e a

Tabela 13.
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Figura 43 — Densidade axonial (ax6nio/um?) no segmento de nervo N3. No gréfico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 15 — Densidade axonial no segmento de nervo N3

Grupo Densidade axonial (axénio/ um?
G 0,013 +0,002°
G2 0,0009 + 0,0005°
G3 0,009 + 0,0007%°
G4 0,005 + 0,001
G5 0,01 +0,00082
G6 0,003 + 0,0007°
G7 0,014 +0,002°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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A area e o didmetro minimo dos axénios no segmento de nervo N3
estao representadas, respectivamente, nas Figuras 44 e 45. Os grupos G1 (8,4
+ 1,2 um?), G3 (7,7 + 0,7um?) e G5 (8,0 + 0,7 um? nao diferiram entre si,
porém, apresentaram axdnios estatisticamente maiores que os grupos G2 (0,2
+ 0,13 pm?), G4 (1,1 £ 0,2 ym?), G6 (2,0 = 0,3 pm?) e G7 (1,5 + 0,2 pm?
(Tabela 15). Quando analisados os resultados de diametro minimo, os grupos
G4 (1,0 £0,1 um), G6 (1,6 £0,1 um) e G7 (1,3 £ 0,1 um) diferiram do grupo G2
(0,2 £ 0,1 um), o que nao aconteceu quando comparados os resultados de
area.
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Figura 44 — Area do axdnio (um2) no segmento de nervo N3. No grafico estdo
representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 45 — Diametro minimo do ax6nio (um) no segmento de nervo N3. No gréfico
estdo representadas as médias e 0s respectivos erros padrdes. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 16 — Andlise morfométrica dos axbnios do segmento de nervo N3

Grupo Area (um®) Diametro minimo (um)
Gi 8,4+1,2° 3,1+0,3°
G2 0,2+0,13° 0,2+0,1°
G3 7,7 +0,72 3,1+0,12
G4 1,1£0,2° 1,0 £0,1°
G5 8,0 0,72 3,1+0,1°
G6 2,0+0,3° 1,6 £0,1°
G7 1,5 £0,2° 1,3+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

Os resultados da analise da bainha de mielina (Fig. 46 e Tabela 17)

confirmam os resultados apresentados anteriormente na andlise da area

axonial (Fig. 44).
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Figura 46 — Area da bainha de mielina (um?2) no segmento de nervo N3. No grafico
estdo representadas as médias e os respectivos erros padrbes. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica (p<0,05).

Tabela 17 — Area da bainha de mielina do segmento de nervo N3

Grupo Area da bainha de mielina (um?®)
Gi 4,4 +0,5
G2 0,4+0,2°
G3 4,0 +0,3
G4 1,0+0,2°
G5 3,4 +0,2°
G6 1,1+0,1°
G7 1,2+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.12. Analise morfoldgica do segmento de nervo N3 (nervo fibular comum
proximal a NTL)

Os segmentos de nervo N3 representados na Figura 47 mostraram
grande semelhanca entre os grupos G3 e G5. Os grupos G4 e G6 mostraram
fibras de tamanho reduzido e grande quantidade de tecido conjuntivo. As fibras
nervosas do grupo G7 apresentaram-se em grande numero assemelhando-se
aos grupos G3 e G5, porém, com tamanho reduzido, préximo as dos grupos G4
e G6.
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Figura 47 — Imagens representativas do segmento de nervo N3 dos grupos G3, G4,
G5, G6 e G7. Coloracao por tetroxido de ésmio e azul de toluidina. Microscopia éptica
com aumento de 400 X.
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4.13. Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no G3

Quando comparados os segmentos N1 e N3 no grupo G3, observou-
se aumento da densidade axonial no segmento N1 (0,015 + 0,002 ax6nio/um?)
em relagdo ao N3 (0,009 + 0,001 axénio/um?) (Fig. 48 e Tabela 18). A analise
do didmetro minimo axonial mostrou uma diminuicdo da fibra axonial no
segmento N1(2.5 £ 0,2 um) quando comparado ao N3 (3,1 £ 0,1 um) (Fig. 49 e
Tabela 18).
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Figura 48 — Densidade axonial (axénio/um?) nos segmentos de nervo N1 e N3 no
grupo G3. No grafico estéo representadas as médias e os respectivos erros padrdes.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 49 — Diametro minimo axonial (um) nos segmentos de nervo N1 e N3 no grupo
G3. No grafico estao representadas as médias e os respectivos erros padroes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 18 — Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no grupo G3

Segmento de nervo

Densidade axonial

Diametro minimo

(axénio/um? axonial (um)
N1 0,015 +0,002% 2,5+0,2%
N3 0,009 +0,001° 3,1+0,1°

Letras diferentes indicam diferencga estatistica.

4.14. Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no G5

Quando comparados os segmentos de nervo N1 e N3 no grupo G5,

a densidade aumentou no N1 (0,015 + 0,001 axénio/um®) em relacdo ao N3

(0,011 + 0,001 axdnio/um?) (Fig. 50 e Tabela 19); enquanto que a medida do

didmetro minimo axonial mostrou menores fibras mielinicas no segmento N1

(Fig. 51 e Tabela 19).
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Figura 50 — Densidade axonial (axénio/um?) nos segmentos de nervo N1 e N3 no
grupo G5. No grafico estédo representadas as médias e os respectivos erros padrdes.

Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05).
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Figura 51 — Didametro minimo axonial (um) nos segmentos de nervo N1 e N3 no grupo
G5. No grafico estao representadas as médias e 0s respectivos erros padroes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 19 — Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no grupo G5

Segmento de nervo

Densidade axonial

Diametro minimo

(axénio/um? axonial (um)
N1 0,015 +0,0012 2,2 +0,22
N3 0,011 £0,001° 3,1+0,1°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

4.15. Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no G7

Quando comparadas as medidas de densidade e didmetro minimo

axonial nos segmentos de nervo N1 e N3 no grupo G7, ndo foi observada
diferenca estatistica (Fig. 52 e 53, e Tabela 20).
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Figura 52 — Densidade axonial (axénio/um?) nos segmentos de nervo N1 e N3 no
grupo G7. No grafico estao representadas as médias e os respectivos erros padrdes.
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 53 — Diametro minimo axonial (um) nos segmentos de nervo N1 e N3 no grupo

G7. No grafico estao representadas as médias e os respectivos erros padroes. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Tabela 20 — Comparacao entre os segmentos de nervo N1 e N3 no grupo G7

Segmento de nervo Densidade axonial Diametro minimo
(axénio/um? axonial (um)
N1 0,019 +0,003? 1,259 + 0,12
N3 0,014 +0,0022 1,34 + 0,12

Letras diferentes indicam diferencga estatistica.
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Nao foram obtidos cortes longitudinais inteiros dos segmentos de
nervo N4 (“T” da NTL), N5 (coto proximal do nervo fibular comum), N6 (coto
distal do nervo tibial) e N7 (coto proximal do nervo tibial) impossibilitando a
visualizagcdo e andlise das fibras nervosas.

A coletdnea dos resultados obtidos na morfometria das fibras

nervosas esta representada na Tabela 21.
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DISCUSSAO

5. DISCUSSAO

Segundo Marques et al. (2005), no Brasil ndo havia regulamentacao
para utilizacdo de animais na pesquisa cientifica. Porém, o Decreto Federal n®
24.645 de 1934 ja advogava a inviolabilidade do animal e previa infragdes com
multa e prisdo pelos maus tratos, mas reconhecia a atividade praticada no
interesse da ciéncia (Schanaider & Silva, 2004).

Com o intuito de dirimir os conflitos existentes entre instituicbes de
pesquisa e organizacdes de protecao aos animais, foi aprovado pela Camara
dos Deputados, em 20 de maio de 2008, o Projeto de Lei 1.153/95, conhecido
como Lei Arouca, que regulamentou o uso de cobaias em pesquisas cientificas
no Brasil (Agéncia Camara da Folha Online).

Atualmente em vigor ha os Principios Eticos da Experimentacdo
Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
cujos artigos emglobam trés principios basicos: sensibilidade, bom senso e boa
ciéncia (Schnaider & Souza, 2003).

Segundo Pereira et al. (1998), na escolha do animal de
experimentacao deve-se considerar a espécie mais utilizada na literatura e em
quantidade minima para obtencao de resultados validos.

Varias espécies animais sao utilizadas no estudo de regeneracao do
nervo, entre eles primatas (Mennen, 1998b; Auba et al., 2006), caes (Sundine
et al., 2003), gatos (Moldovan et al., 2006), coelhos (Askar et al., 2001; Jabery
et al., 2003), ratos (Akeda et al., 2006; Bertelli et al., 2006) e camundongos
(Myckatyn et al., 2004).

Neste trabalho foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar por serem de facil obtengcdo, manipulagdo e manutencao.
Além disso, sdo animais que ocupam pouco espaco, facilitando estudos de
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longa duracédo (Ellis & McCaffrey, 1984). Segundo Viterbo (1992a), estes
animais apresentam estruturas anatdbmicas adequadas para estudos sobre
neurorrafias e regeneracdo muscular. Ratos Wistar tém sido utilizados em
muitos estudos experimentais com neurorrafia término-lateral (Viterbo et al.,
1992; Lundborg et al., 1994b; Viterbo et al. 1994a, 1998; Schultes et al., 2001;
Papalia et al., 2001; Gravvanis et al., 2004; Hayashi et al., 2004; Okuyama et
al., 2004; Manasseri et al., 2007).

Ratos do sexo masculino sdo mais faceis de adquirir, pois as fémeas
sao utilizadas como matrizes. Além disso, estas sdo mais suscetiveis a acao
dos horménios adenohipofisarios e horménios gonadais, como o estrogeno e a
progesterona (Lincoln, 1980; Carandente et al., 1989). Conforme Kovadic et al.
(2003), pesquisas tém mostrado que os horménios sexuais exercem efeitos
neurotréficos em varias regiées do sistema nervoso adulto, incluindo aquelas
nao especificamente envolvidas com reproducdo, como o brotamento de
axonios sensoriais mielinicos. Por isto, neste trabalho, optou-se por utilizar
todos os animais do sexo masculino.

Segundo Nahas & Ferreira (2005) o numero de animais utilizados
em um projeto de pesquisa deve ser superestimado considerando que alguns
animais podem evoluir para 6bito durante um experimento longo. Além disso,
em experimentos com regeneracao nervosa a variabilidade é grande. Desta
forma, neste trabalho foram utilizados 140 animais, ou seja, 20 animais por
grupo experimental. Nove animais (4 do G6, 3 do G4 e 2 do G7) morreram
imediatamente apos a anestesia na segunda cirurgia.

Foram utilizados animais jovens (45 dias) pois varios autores
demonstraram que a idade pode prejudicar a regeneracao tecidual (Bharalli &
Lisney, 1990; Fawcett, 1992; Vaughan, 1992), diminuir a velocidade da
regeneracao nervosa (Fawcett, 1992; Vaughan, 1992), assim como diminuir a
liberacao dos fatores neurotréficos (Andrews, 1996).

Os animais utilizados nao diferiram quanto a massa inicial,
demonstrando homogeneidade nas amostras, como recomendado por Vieira &
Hossne (2001). Especificamente em trabalhos que avaliam a massa do
musculo tibial cranial, € importante que as amostras sejam homogéneas, pois

certamente a massa do animal repercutird na massa muscular. Houve aumento
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de massa significativo, em todos os ratos observados, quando comparadas
massas iniciais e finais. Portanto, a cirurgia ndo alterou o desenvolvimento
normal dos animais.

Os nervos fibular comum e tibial foram escolhidos por serem de facil
acesso, apresentarem-se anatomicamente proximos e por inervarem musculos
distintos, respectivamente, musculo tibial cranial e musculo gastrocnémio
(Hebel & Stromberg, 1976).

O nervo fibular comum atuou como receptor por ser o Unico a inervar
o musculo tibial. Este modelo experimental, utilizando o nervo fibular comum e
o musculo tibial cranial, foi proposto por Viterbo (1992a) para o estudo da NTL
apartir de entado, tem sido utilizado em diversos trabalhos (Viterbo et al.,
1994a,b, 1998; McCallister et al., 1999; Goheen-Robillard et al., 2002; De Sa et
al., 2004; Stipp et al., 2007) por apresentar as vantagens do nervo fibular
comum ser um nervo predominantemente motor e do musculo tibial cranial ser
superficial, portanto, de facil acesso aos exames e a coleta, além disso, é
inervado apenas pelo nervo fibular comum, n&o sofrendo a atuacao de
inervagbes secundarias. Como nervo doador, o nervo cutaneo sural caudal
poderia ser utilizado, porém, este é predominantemente sensorial (Swett et al.,
1991). Desta maneira, para analisar a possibilidade de dupla inervagao
muscular, optou-se pela utilizacdo do nervo tibial por ser um nervo
predominantemente motor.

Apds exposicao dos nervos de interesse realizou-se um sorteio para
determinar a qual grupo o animal pertenceria, evitando-se, assim, a
tendenciosidade, conforme sugerido por Berkuo et al. (1981).

O microscopio cirurgico foi utilizado para diminuir a possibilidade de
lesbes nos nervos durante a manipulacdo e sutura. Sua utilizacdo €
recomendada por diversos autores por aumentar a precisdo, o que diminui o
trauma operatério e, consequentemente, oferece melhor recuperacao funcional
(Ferreira et al., 1974; Terzis, 1979; Braun, 1982; Millesi, 1990; Noah et al.,
1997b; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Para alcancar nosso objetivo, suturamos o coto proximal do nervo

tibial a lateral intacta do nervo fibular comum (G3).
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O G4 foi realizado para analisar se o nervo tibial seria capaz de
manter a inervacao do musculo tibial cranial apés seccdo do nervo fibular
comum proximal a NTL, 120 dias ap6s a cirurgia.

Como o G4 manteve a NTL por 150 dias, o G5 foi criado para
obtencédo de um parametro de comparacao do G4 com a dupla inervacao (G5).

O grupo G6 é o grupo desnervado para comparagdo com O grupo
G4. Neste grupo os nervos fibular comum e tibial foram seccionados apés 120
dias da NTL.

O G7 foi criado para comparar a dupla inervagdo muscular com a
reinervacao do musculo tibial cranial através da NTL realizada 30 dias depois
da secc¢ao do nervo fibular comum.

Foram utilizados dois grupos controles para verificar se a dupla
inervacao muscular apresentaria resultados proximos ao normal (G1) ou de
desnervagao (G2).

Todos os cotos de nervos seccionados foram invertidos e inseridos
em musculatura adjacente com o objetivo de evitar regeneracao espontanea e,
consequente, reinervacdo muscular, conforme recomendacdo de Frey et al.
(1982).

O nervo tibial foi suturado na lateral do nervo fibular comum
perpendicularmente ao nervo tibial sem retirada de epineuro, porque se uma
janela de epineuro é aberta (Viterbo et al., 1994 a, b) ou ndo (Viterbo et al.,
1992), nédo parece influenciar o resultado final, desde que regeneracao
morfolégica foi observada nas duas situagdes, mostrando que as fibras
regeneradas apdés a NTL tém a capacidade de transpor o endoneuro e 0O
perineuro (Zhao et al., 1997).

Quanto ao numero de pontos de sutura, encontramos na literatura
trabalhos realizados utilizando dois pontos (Caplan et al., 1999; Schultes et al.,
2001), trés pontos (Mackinnon, 1989; Viterbo, 1992a; Lundborg et al., 1994a)
ou quatro pontos (Lundborg et al., 1994b; Goheen-Robillard et al., 2002; Yan et
al., 2002b; Kovaci¢ et al., 2003). Neste trabalho as neurorrafias foram
realizadas com quatro pontos simples para promover contato adequado entre
0s nervos suturados devido ao maior calibre do nervo tibial em relagdo ao

nervo fibular comum.
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Na literatura ndo foi encontrado um consenso quanto ao tempo de
observacdo poés-operatéria variando de sete dias (Matsumoto et al., 1999;
Tiangco et al., 2001) até 15 meses (Rab et al., 2002). Alguns autores optaram
por uma faixa de 3 meses (Tham & Morrison, 1998; Yan et al., 2002a; Jaberi et
al., 2003) a seis meses (Viterbo et al., 1998; McCallister et al., 1999; Gohen-
Robillard et al., 2002). Todos obtiveram reinervacdo muscular.

Foi determinado um periodo de 120 dias para o sacrificio dos
animais dos grupos G1, G2 e G3; e de 150 dias para os grupos G4, G5, G6 e
G7, pois, segundo literatura, reinervagdo muscular foi obtida entre trés e seis
meses. Este prazo demonstrou-se satisfatério para os grupos de dupla
inervacao muscular, considerando que em todos os parametros analisados nao
foi observada diferenca estatistica entre os grupos G3 e G5. Porém, este prazo
nao foi satisfatério para que ocorresse completa reinervacao do musculo tibial
cranial no grupo G4, ou degeneracao axonial e atrofia muscular no grupo G6.
Talvez, se os animais dos grupos G4 e G6 fossem mantidos por um periodo
maior, fosse possivel a observacao de uma maior taxa de reinervacao no G4 e
de degeneragao Walleriana no G6.

Para avaliar a ocorréncia de dupla inervacdo muscular utilizamos a
massa dos MTC, dois métodos funcionais (o teste da marcha e o teste
eletrofisiolégico), analises morfométricas e morfolégicas dos MTC e dos
segmentos de nervo N1, N2 e N3.

5.1. Teste da Marcha

O teste da marcha analisa o0 modo de andar do animal através do
céalculo do IFC, expresso como porcentagem de perda da fungcdo normal (De
Medinaceli et al., 1982). Segundo Monte-Raso et al. (2008) o IFC parece ser o
mais versatil e, apesar de apresentar alguns inconvenientes, € um teste de
baixo custo e facilmente aplicavel.

O G1 apresentou média prdéxima ao zero, portanto, maior que as
médias dos demais grupos. Os demais grupos nao diferiram entre si. Segundo
De Medinaceli et al. (1982), a porcentagem zero (£ 11%) representa funcao

normal e, -100%, perda da funcao que resulta da completa transec¢éo do nervo
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ciatico; esta indicacao corrobora o resultado obtido para o G1 (controle de
normalidade), porém nao confirma o resultado obtido para o G6, onde foi
realizada transeccao do nervo fibular comum e do nervo tibial, determinando a
perda total da fungdo do nervo ciatico; e o resultado do G2, grupo que teve
apenas o nervo fibular comum seccionado, portanto, desnervacao parcial do
nervo ciatico, e obteve resultado inferior a — 100%.

Os grupos G3, G4, G5 e G7 apresentavam um dos nervos, fibular
comum ou tibial, funcionais, o que determinava perda parcial da fungdo do
nervo ciatico. Este teste nao foi sensivel o suficiente para detectar diferenca
entre estes grupos. Goheen-Robillard et al. (2002), ao utilizarem NTL para unir
o nervo tibial intacto ao nervo tibial seccionado contralateral através de um
enxerto longo de nervo ciatico, afirmaram que o teste falhou em demonstrar
qualquer evidéncia de lesdo funcional no nervo doador e que o teste da marcha
nao foi sensivel o suficiente para detectar pequenas alteragdes funcionais
nervosas, confirmando nossos resultados.

O indice funcional do nervo ciéatico (IFC) € dado por quatro variaveis:
a TOF (distancia entre os dedos da pata experimental e os dedos da pata
normal a frente) mede a capacidade da pata experimental em suportar o peso
do animal; a PL (distancia do calcanhar aos dedos) é curta em animais normais
que caminham sobre os dedos; e TS (distancia entre o primeiro e quinto dedos)
e IT (distancia entre o segundo e quarto dedos) sao indicadoras da condi¢éo do
nervo fibular (De Medinaceli et al., 1982). Segundo Bain et al. (1989), as
medidas de PL, TS e IT seriam as mais sensiveis e de maior utilidade. Estes
autores utilizaram apenas as medidas de PL e TS para realizar o calculo do
IFFC.

O caélculo do IFFC foi sensivel em detectar a lesdo no nervo fibular
comum no grupo G2, diferenciando-o0 dos demais grupos. Os grupos G3, G4,
G5 e G7 nao diferiram do grupo normal (G1), mostrando que nao houve perda
funcional nos grupos G3 e G5, mas houve recuperacao funcional nos grupos
G4 e G7. Hare et al. (1992) observaram que o nervo fibular comum com reparo
término-terminal ou com lesdo por esmagamento recuperou 100% da funcao
normal em oito semanas. Neste trabalho ndo houve lesdo intencional no nervo

fibular comum, 0 que pode explicar a nao diferenciagéo entre os grupos.
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Porém, no grupo G6, o IFFC néo foi sensivel para diferencia-lo dos
demais grupos (G1, G3, G4, G5 e G7), pois 0 nervo fibular comum foi
transeccionado, assim como o nervo tibial. Segundo Hare et al. (1992), o nervo
tibial contribui predominantemente na determinagdo das caracteristicas das
pegadas. Assim, o teste ndo foi sensivel para diferenciar os grupos G3, G4,

G5, G6 e G7, porque, em todos eles, o nervo tibial estava seccionado.

5.2. Teste Eletrofisiolégico

Outro teste funcional é o teste eletrofisiolégico. Este fornece dados
de laténcia e amplitude. A laténcia nos fornece informacdes sobre a conducao
nervosa, ou seja, o numero de fibras mielinizadas. J4, a amplitude, nos informa
o numero de fibras musculares que respondem ao estimulo elétrico e,
consequentemente, ao numero de axbnios excitaveis (Robinson & Snyder-
Mackler, 2001).

Para a realizacdo do teste eletrofisioldgico optou-se pela utilizacéo
de eletrodos de captagdo em agulhas, pois, apesar do eletrodo de agulha
registrar apenas uma parte do potencial de acdo muscular, com ele a
interferéncia dos mdusculos vizinhos & menos visivel, sendo preferivel no
registro do potencial de acdo composto de pequenos musculos e musculos
atréficos (Kimura, 1987). A frequéncia, duracdo e intensidade do estimulo
foram constantes para que a unica variavel fosse o grupo experimental.

O teste realizado antes da seccao do nervo fibular comum e apés 30
dias, imediatamente antes do sacrificio dos animais do grupo G4, mostrou que
a seccao causou, em 30 dias, uma diminuicdo da amplitude, porém, nao
alterou significativamente a laténcia. Segundo Kimura (1987), uma reducao da
amplitude com laténcia normal é vista quando ocorre lesdo parcial do nervo,
causando neuropraxia ou inicio de axoniotmese antes de iniciar a degeneracao
distal. Porém, neste trabalho, o estimulo nervoso foi dado no nervo ciatico,
portanto, proximal a NTL, o que indica que, apesar de ter ocorrido uma
diminuicdo da amplitude, ou seja, diminuicado do numero de axdnios excitaveis,
o estimulo elétrico passou pela NTL desencadeando potencial de acao no

musculo tibial cranial, mostrando haver reinervagdo muscular através da NTL.
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No grupo G6 o teste eletrofisioldgico foi realizado antes da seccéo
dos nervos fibular comum e tibial e, apds 30 dias, ou seja, antes do sacrificio
dos animais. Os resultados mostraram que houve diminuicao da amplitude a,
aproximadamente, zero (0,5 £ 1,8 mV) e aumento da laténcia tendendo ao
infinito, ou seja, ndo foram obtidos valores de amplitude e laténcia apds a
seccao dos nervos. Segundo Kimura (1987) a auséncia de resposta indica que
a maioria das fibras ndo esta conduzindo o impulso nervoso através da lesao.
Isto € comumente visto em casos de neurotmese, confirmando, assim a seccao
realizada nos nervos tibial e fibular comum. A pequena amplitude (0,5 + 1,8
mV) encontrada foi devida a uma possivel reinervacado espontanea ocorrida em
um dos animais observados (rato n® 35).

Nos animais do G7 o teste eletrofisiologico foi realizado antes da
segunda cirurgia (NTL) e, apds 120 dias, ou seja, antes do sacrificio. Antes da
NTL nao foram obtidos resultados de amplitude e laténcia indicando a completa
desnervacao do MTCD através da seccado do nervo fibular comum. O teste
realizado antes do sacrificio mostrou aumento da amplitude e diminuicao da
laténcia, portanto, ocorréncia de reinervacdo muscular através da NTL num
periodo de 120 dias.

Quando todos os grupos foram comparados entre si, 0 grupo G3 ndo
se diferenciou dos grupos G1 ou G5. A amplitude no grupo G5 foi
significativamente menor que no grupo G1 (normal), demonstrando uma
possivel lesdo no nervo fibular comum no grupo G5, acompanhado pelo grupo
G3, ja que nao houve diferenca estatistica entre estes grupos. Esta lesdo pode
ter ocorrido durante a realizacdo da NTL. Devido ao calibre do nervo tibial ser
cerca de duas vezes maior que o do nervo fibular comum, isto torna a NTL
realizada, suturando o nervo tibial na lateral do nervo fibular comum, um
problema técnico (De Sa et al., 2004), podendo ocasionar uma lesdo no nervo
fibular devido a necessidade de maior numero de pontos.

O G7 apresentou amplitude maior que os grupos G2 e G6,
mostrando reinervagdo muscular no grupo G7.

O G4 nao se diferenciou dos grupos G2 e G6, mas também nao se
diferenciou do G7, mostrando um inicio de reinervagdo em 30 dias de NTL. O
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grupo G6 nao se diferenciou do grupo G2 mostrando desnervacao do musculo
tibial cranial.

Yan et al. (2002b) suturaram o nervo fibular comum a lateral do
nervo tibial com abertura de janela de epineuro helicoidal (nervo suturado na
diagonal) ou padrdo (nervo suturado em angulo de 90°) através de NTL. Apéds
estimular o nervo tibial proximal a NTL e o nervo fibular comum distal a NTL,
observaram uma amplitude de 10.8 £ 5,3mV, no grupo onde foi realizada a NTL
padrdo, 11 meses apds a cirurgia. Este resultado foi semelhante ao resultado
observado no G7 (11,1 £ 0,98 mV), indicando que este grupo obteve excelente
reinervacao em apenas quatro meses.

Em todos os animais, exceto os do G2 e do G6, ao se deflagrar
estimulos no nervo ciatico foi observada extensao do pé com contracao do
musculo tibial cranial. O mesmo foi observado por MacCallister et al. (1999),
apos suturar o coto distal do nervo fibular comum a lateral do nervo tibial e
estimular o nervo fibular comum distal a NTL, 20 semanas apés a cirurgia. Os
autores afirmaram que a eletroestimulacdo indicou reinervacdo do musculo
alvo, mas nao forneceu informacao sobre a origem dos axénios regenerados.
Hayashi et al. (2004) realizaram diferentes técnicas de NTL e observaram
contracdo muscular ao estimular pontos antes e depois da NTL. Afirmaram que
este estimulo foi conduzido por fibras nervosas regeneradas por brotamento
colateral.

Na avaliacdo da laténcia observou-se que apenas os grupos G2 e
G6 se diferenciaram dos demais. Estes resultados indicaram, nos grupos G4 e
G7, ocorréncia de lesédo parcial do nervo (Kimura, 1987) mostrando, mais uma
vez, a confiabilidade do teste eletrofisiolégico, pois estes sdo grupos onde

ocorreu reinervagao muscular.
5.3. Analise do musculo tibial cranial (MTC)
Apos o teste eletrofisiolégico os musculos tibiais craniais direitos e

esquerdos foram coletados, enxutos com uma gaze, para remogao de sangue
e outros fluidos, e pesados sem o tendao (Yan et al., 2002a; Yan et al, 2002b).
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Os musculos tibiais craniais direitos foram congelados em nitrogénio liquido.
Os cortes foram realizados em criostato e corados com hematoxilina e eosina.

Quando comparadas as massas dos MTC, ndao houve diferenga
estatistica entre os grupos G1 (normal), G3 e G5 (grupos com dupla inervacao
muscular) e grupo Média MTCE (média da massa de todos os MTCE),
mostrando que a dupla inervacdo muscular ndo prejudicou o musculo tibial
cranial quanto a sua massa. Estes mesmos grupos foram diferentes dos
demais grupos, mostrando atrofia do musculo tibial cranial nos grupos G2, G4,
G6 e G7. Todos os grupos apresentaram massa muscular maior que o grupo
G2 (controle de desnervacdo) demonstrando que o procedimento realizado
neste grupo foi efetivo como método de desnervacao.

O calculo da massa do MTC mostrou maior massa muscular no
MTCD (109%) em relagdo ao MTCE no grupo G1. Esta diferenga indica a
necessidade de sorteio entre os lados direito e esquerdo, no momento da
cirurgia, nos préoximos trabalhos. Nao foi encontrado, na literatura, trabalho que
corrobore este achado.

A atrofia observada no grupo G2 era esperada sendo este o grupo
controle de desnervagéo.

No grupo G4 o resultado da massa muscular mostra que a dupla
inervagao muscular por 120 dias n&o foi capaz de manter a inervagao do MTC,
haja vista a atrofia observada quando analisada a massa do MTCD (49% da
massa do MTCE).

No grupo G6 foram realizadas seccoes dos nervos tibial e fibular
comum, porém os 30 dias de desnervacao nao foram suficientes para a atrofia
completa do musculo, ja que a massa do musculo no G6 foi maior que no
grupo G2.

No grupo G7 ocorreu atrofia muscular antes que a reinervagao fosse
completada, tendo em vista que o MTCD apresentou uma massa de 51% da
massa do MTCE.

Viterbo et al. (1998) compararam a neurorrafia término-lateral
realizada com e sem epineuro. Estes autores obtiveram resultado de massa do
MTC de 0,47 (+ 0,18) g nos animais com NTL sem epineuro, e 0,45 (x 0,15) g

nos animais com NTL com epineuro. Estes resultados foram comparaveis aos
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obtidos nos G4 (0,4 + 0,04 g) e G7 (0,47 = 0,03 g), grupos onde ocorreu a
reinervagado. Os G3 (0,8 + 0,03 g) e G5 (0,9 + 0,04 g) apresentaram médias de
massa do MTC maiores que as observadas por Viterbo et al. (1998). Nestes
grupos nao ocorreu reinervagao, portanto, ndo houve inicio de atrofia muscular
como no grupo de Viterbo.

A avaliagcdo morfométrica do MTCD mostrou ndo haver diferenga
entre os grupos G1, G3 e G5 nos parametros avaliados (area e menor diametro
das fibras musculares). Estes grupos apresentaram fibras musculares maiores
gue os demais grupos. Os resultados sugerem que a dupla inervagdo muscular
nao prejudicou o MTC confirmando os resultados da massa muscular e do
teste eletrofisiolégico.

O G2 apresentou fibras musculares menores que os demais grupos
mostrando a atrofia causada pela seccdo do nervo fibular comum 120 dias
antes do sacrificio.

O grupo G4 foi estatisticamente diferente dos grupos G1, G2, G3 e
G5, mas nao do grupo G7. Este resultado mostrou ter havido uma atrofia
muscular apés a seccao do nervo fibular proximal a NTL, ou seja, a neurorrafia
realizada 120 dias antes da secc¢édo nao foi capaz de evitar a atrofia muscular,
porém, esta atrofia foi pequena, visto que o G4 foi estatisticamente diferente do
G2 (grupo controle de desnervagao). O G4 nao foi diferente do G7, o que
mostrou que houve reinervacgao através da NTL em apenas 30 dias.

O G6 apresentou diferenca estatistica quando comparado ao G2,
mas nao ao G4. Este resultado mostrou que 30 dias nao foram suficientes para
a atrofia completa do MTCD. Este grupo apresentou fibras musculares
estatisticamente menores que o G7 confirmando a reinervacao no G4.

Viterbo et al. (1992), ao estudar a regeneracao de nervo através de
NTL sem retirada de epineuro, obtiveram, no grupo onde foi realizada NTL, um
valor de didametro maximo de 38,37 (+ 1,4) um quando o nervo contralateral era
normal, e 55,75 (+ 18,48) um quando o nervo contralateral era desnervado. Em
outro estudo onde foi realizada retirada de epineuro (Viterbo et al., 1994a),
obtiveram medidas de didametro minimo das fibras do musculo tibial cranial de
37,45 (£ 5,92) um, quando o nervo contralateral era normal, e 36,34 (+ 8,00)

um, quando o nervo contralateral era desnervado.
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Neste trabalho obtivemos resultados semelhantes aos obtidos por
Viterbo et al. (1994a) quando medidos os didmetros minimos nos grupos G4
(36,6 £ 25 um) e G7 (38,7 £+ 1,9 um), grupos onde ocorreu reinervagao
muscular indicando que em apenas 30 dias (G4), ou 120 dias (G7), foi obtida
uma boa regeneracdo do nervo comparado aos, em média, 7,8 meses dos
grupos de Viterbo, com retirada de epineuro.

E importante destacar que a medida de diametro minimo é mais
confiavel que a medida de area ou de didmetro maximo, pois 0 mesmo nao
sofre alteracao da inclinacdo da navalha durante o corte histolégico, conforme
ressaltado por Romao et al., 2007.

Os resultados obtidos nas avaliacbes do MTCD (massa muscular,
area e diametro minimo) podem ser comprovados na visualizacao das fibras
musculares na andlise morfoldgica. Nesta andlise, observou-se a grande
semelhanca entre os grupos G1, G3 e G5 quanto ao tamanho e forma das
fibras musculares e quantidade de tecido conjuntivo.

Nos grupos G4 e G7 observaram-se, quando comparados aos
grupos G1, G3 e G5, diminuicdo do calibre das fibras musculares, que se
tornaram mais arredondadas, e aumento de tecido conjuntivo, o que
caracteriza atrofia das fibras. Esta atrofia foi pequena quando comparada ao
G2, grupo desnervado, que apresentou fibras musculares menores e maior
quantidade de tecido conjuntivo. Estas observacdes indicaram que nos grupos
G4 e G7 houve inicio de atrofia muscular apés secgéao do nervo fibular comum,
porém, houve reinervacdo muscular através da NTL, o que nao permitiu que
esta atrofia progredisse e se igualasse a observada no grupo G2.

O G6 mostrou-se comparavel aos grupos G4 e G7 quanto ao
tamanho das fibras musculares, confirmando que 30 dias foram insuficientes

para determinar a atrofia destas fibras.
5.4. Analise dos segmentos de nervo N1, N2 e N3

Os segmentos de nervo N1 (nervo fibular comum distal a NTL), N2
(nervo tibial proximal a NTL) e N3 (nervo fibular comum proximal a NTL), foram
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coletados e, apds corte e coloragao, realizadas medidas da densidade axonial,
area e didmetro minimo dos axdnios, e area da bainha de mielina.

As fibras nervosas foram analisadas quanto ao numero de fibras
mielinizadas por muitos autores. Alguns realizaram a contagem do namero total
de fibras no corte transversal do nervo (Viterbo et al., 1994b; Noah et al.,
1997a; Viterbo et al., 1998; Hayashi et al., 2004). McCallister et al. (1999)
optaram por realizar a andlise da razdo da densidade axonial, dividindo a
densidade axonial do nervo experimental pela densidade axonial do nervo
normal, apés suturar o coto distal do nervo fibular na lateral do nervo tibial.

Hayashi et al. (2004) analisaram, além da contagem do numero de
fibras, a medida do menor didmetro da fibra mielinizada.

5.5. Nervo fibular comum distal a NTL (N1)

Na andlise do diametro minimo axonial, o grupo G2 apresentou 0s
menores valores. Este resultado era esperado ja que, neste grupo houve
desnervacao por 120 dias, prazo suficiente para observagdo de degeneracao
Walleriana.

Nao houve diferenga estatistica quando comparados os diametros
minimos dos grupos G4, G6 e G7, sugerindo que, no grupo G6, os 30 dias de
desnervacao nao foram suficientes para diferencia-lo dos grupos G4 e G7. No
grupo G4 este resultado indicou ocorréncia de reinervacao. Estes trés grupos
nao diferiram do grupo G2 quando analisados os resultados de area axonial,
talvez devido a inclinagdo do corte histolégico que aumentou a area destas
fibras. O grupo G7 apresentou maior densidade axonial quando comparado aos
grupos G1, G2, G4 e G6. Este resultado indicou ocorréncia de regeneragéao
axonial no grupo G7 maior que a ocorrida no grupo G4 devido ao maior tempo
de reinervacao, 120 dias no grupo G7 e apenas 30 dias no grupo G4.

O grupo G3 nao se diferenciou dos grupos G1 e G5 quando
comparados os resultados de didametro minimo. O grupo G5 apresentou calibre
axonial menor que o do grupo G1, demonstrando ocorréncia de possivel lesao
no nervo fibular comum durante a realizacdo da NTL. Esta lesdo pode ter
ocorrido também em alguns animais do grupo G3, pois, embora nao diferisse
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do grupo G1 (normal), apresentou uma média menor, 0 que nao o diferenciou
do grupo G5. Os valores de area confirmam estes resultados.

Segundo De Sa et al. (2004), a medida do diametro minimo das
fibras axoniais é o pardmetro mais confiavel na regeneracdo nervosa. Estes
autores obtiveram medidas de didmetro minimo das fibras regeneradas do
nervo fibular comum de 1,51 um, apds suturar o coto distal o nervo fibular
comum a lateral do nervo tibial. Este resultado é comparavel ao valor obtido na
medida de didmetro minimo das fibras do G7 (1,3 £ 0,1 pum) deste estudo, e
indica reinervagao axonial.

Quanto a area da bainha de mielina ndo houve diferenca entre os
grupos G3 e G5. Também nao houve diferenca entre os grupos G4, G5 e G7,
indicando a ocorréncia de reinervacao nos grupos G4 e G7. O grupo G6 nao
apresentou diferencga estatistica quando comparado ao G2 demonstrando inicio
da degeneracgao ocorrida em decorréncia da secc¢ao do nervo fibular comum.

Os resultados morfométricos podem ser comprovados na analise
morfoldgica. Imagens representativas dos segmentos de nervo N1 mostraram
fibras nervosas de tamanhos variados e bainhas de mielina bem delimitadas e
regulares nos grupos G3 e G5, porém, com grande numero de fibras de
pequeno calibre quando comparadas as fibras do grupo G1, mostrando que
pode ter ocorrido uma lesdo no nervo fibular comum durante a realizacdo da
NTL com posterior regeneracao das fibras lesadas.

Os grupos G4 e G6 apresentaram fibras em pequena quantidade e
didametros pequenos com grande quantidade de tecido conjuntivo entre elas.
Este resultado indica ocorréncia de degeneracao Walleriana apds secgcao do
nervo fibular comum, porém, ndo comparavel a ocorrida no grupo G2. As fibras
do grupo G7 apresentaram-se com menor didmetro, porém em maior
quantidade quando comparadas as dos grupos G4 e G6. Esta diferenca pode
ser devida ao maior tempo de reinervacao (120 dias) comparado ao grupo G4
(30 dias), e ocorréncia de degeneracao Walleriana nos grupos G4 e G6 .
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5.6. Nervo fibular tibial proximal a NTL (N2)

Analisando o atributo didmetro minimo, que é o mais confiavel, pois
nao sofre interferéncia da inclinagdo do corte, observa-se que o grupo Gi
apresentou resultados maiores que os demais grupos. Este resultado foi
surpreendente, pois era esperado que ndo houvesse diferenca entre os grupos.

O fato de um nervo ser seccionado e seu coto proximal suturado na
lateral de um nervo integro ou mesmo em degenera¢ao, como no grupo G7,
levou a hipétese de que nenhuma alteragédo ocorresse. Porém, os resultados
do diametro minimo mostraram diminuicdo do calibre das fibras nervosas no
segmento proximal do nervo tibial.

Quando observados os outros atributos observou-se que a area da
bainha de mielina confirmou os resultados do didametro minimo. Os resultados
de area e densidade axonial confirmaram os do didmetro minimo exceto no
grupo G6.

Os grupos G3 e G5 nao diferiram dos grupos G4 e G7 quando
comparados os resultados de didmetro minimo axonial. Quando comparados
ao grupo G1, estes quatro grupos apresentaram diminuicdo do diametro
minimo das fibras nervosas. Os resultados de &rea e densidade axonial
confirmam estes dados. Esta diminuicdo do calibre das fibras nervosas,
acompanhada do aumento da densidade axonial, indica uma possivel atrofia
das fibras nervosas nos grupos G3, G4, G5 e G7.

Nos grupos G3 e G5, o coto proximal do nervo tibial foi suturado a
lateral do nervo fibular comum intacto. Na literatura foram encontrados
trabalhos que realizaram o mesmo tipo de neurorrafia (Battista et al., 1981; Al-
Qattan, 2000; Aszmann et al., 2003; Furukawa et al., 2008), porém, apenas em
um deles (Aszmann et al., 2003) foi realizada morfometria do nervo
correspondente ao segmento de nervo N2 do presente trabalho. Aszmann et al.
(2003), em estudo para prevencao de neuroma, suturaram o coto proximal do
nervo safeno a lateral do nervo tibial intacto (Fig. 54B). Observaram que os
axbnios do nervo safeno atravessaram o epineuro do nervo tibial e
dispersaram-se entre os axonios tibiais mielinizados. Os autores apresentaram

valores do numero total de fibras mielinizadas (1573 + 999), didametro das fibras
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axoniais (4,46 + 0,612 um) e espessura da mielina (1,13 £ 0,18 um) no nervo
safeno, porém, ndo compararam com um controle de normalidade. Assim, nao
foi possivel saber se o nervo safeno sofreu a mesma alteragdo observada no
nervo tibial do presente trabalho.

Outros dois trabalhos sobre prevencao de neuroma contradizem o
trabalho de Aszmann et al. (2003). Battista et al. (1981) seccionaram o nervo
ciatico e seu coto proximal foi dobrado e suturado em si mesmo (Fig. 54A).
Apds 16 meses observaram que a por¢ao terminal do nervo estava constituida,
principalmente, de tecido conjuntivo com auséncia de elementos neurais. Em
outro trabalho, Al-Qattan (2000), seccionou o nervo tibial e suturou o coto
proximal a lateral do nervo fibular comum apés abertura de janela epineural
(Fig. 54C). Observou continuidade do epineuro do nervo tibial com o epineuro
do nervo fibular comum, mas ndo continuidade entre os axdnios, sendo que
poucos axOnios do nervo tibial alcangaram a jungdo com o nervo fibular
comum. Estes trabalhos mostraram que houve uma inibicdo do crescimento
axonial, na linha de sutura, ndo permitindo que os axbénios penetrassem o
nervo.

Furukawa et al. (2008) suturaram o coto proximal do nervo hipoglosso
a lateral do nervo facial com abertura de janela epineural (Fig. 54D). Utilizaram
marcadores retrogrados (Fast Blue e Diamino Yelow) para estudar a dupla
inervacdo muscular. Sugeriram que o0s neurdnios intactos poderiam inibir o
brotamento de axénios do nervo doador na por¢cao “T” da NTL, e que terminais
neurais seccionados poderiam esperar pela chance de inervacdo até que
ocorresse desnervacdo do nervo receptor. Estes autores também nao
realizaram morfometria das fibras axoniais, ndo sendo possivel confirmar os
resultados do presente trabalho.

Uma hipétese para explicar a possivel degeneracao constatada pelo
aumento da densidade axonial e diminuicdo da area e didmetro minimo das
fibras axoniais no nervo tibial (N2), no presente trabalho, seria de que o nervo
fibular comum, por estar integro, ndo aceitaria influéncia pelo nervo tibial, e
produziria algum fator inibitério do crescimento axonial. Desta forma, estas

fibras axoniais do nervo tibial entrariam em um processo de degeneracgao,
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iniciando pela atrofia das fibras axoniais. Trabalhos futuros poderéo elucidar
esta hipoétese.

A. Battista et al., 1981 B. Aszmann et al., 2003
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Figura 54 — Esquemas dos trabalhos de A. Battista et al. (1981); B. Al-Qattan, 2000; C.
Aszmann et al., 2003; D. Furukawa et al., 2008. NC = nervo ciatico; NFC = nervo
fibular comum; NT = nervo tibial; NS = nervo safeno; NF = nervo facial; NH = nervo
hipoglosso.

No grupo G4, o coto proximal do nervo tibial foi suturado a lateral do
nervo fibular comum, neste momento, poderia ter ocorrido liberacdo de fatores
inibitdérios do crescimento axonial, levando a atrofia das fibras nervosas como
nos grupos G3 e G5. Apds 120 dias, o nervo fibular comum foi seccionado
proximal a NTL. O nervo fibular lesado liberaria fatores de crescimento axonial,
o que estimularia a reinervagéao do nervo fibular comum pelo nervo tibial.

No grupo G6, os resultados de didmetro minimo, que sao os mais
confiaveis, mostraram reducdo do calibre axonial em relacdo ao grupo G1
(normal), porém, nao foi observada diferenga estatistica quando o G6 foi
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comparado aos grupos G3 e G5. Este resultado indica que 30 dias ndo foram
suficientes para ocorrer degeneracdo Walleriana no segmento de nervo N2
apos seccao do nervo tibial proximal a NTL.

No grupo G7, os parametros observados também ndo foram
diferentes dos grupos G3 e G5. Este fato demonstra que a hipétese de que ha
liberacao de algum fator que levasse a atrofia axonial no segmento de nervo
proximal a NTL, quando o coto proximal de um nervo é suturado a lateral de
um nervo intacto, também ocorreria quando esse coto fosse suturado a lateral
de um nervo lesado, porém, esta atrofia axonial ndo impediria que a

reinervagdo do nervo receptor ocorresse.

5.7. Nervo fibular comum proximal a NTL (N3)

Segmentos do nervo fibular comum proximal a NTL (N3) foram
coletados dos grupos G3, G4, G5, G6 e G7. Os resultados obtidos foram
comparados aos resultados morfométricos do segmento de nervo N1 dos
grupos G1 e G2.

O G2 apresentou os menores valores morfométricos. Este resultado
deve-se a secgao do nervo fibular comum 120 dias antes do sacrificio dos
animais e, consequente degeneracdo Walleriana no segmento distal do nervo
fibular comum.

Quando comparados os resultados de didmetro minimo, nao foram
observadas diferencas entre os grupos G1, G3 e G5, mostrando que, como era
esperado, a NTL n&o prejudicou o nervo fibular comum em sua porcéao
proximal. Estes resultados foram confirmados pelos resultados de densidade,
area axonial e area da bainha de mielina.

Também nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos G4,
G6 e G7, quanto ao didametro minimo, mostrando que o prazo de 30 dias foi
insuficiente para causar a degeneracao Walleriana, que diferenciasse o G6 dos
grupos G4 e G7, e o igualasse ao grupo G2. Estes resultados foram
confirmados pelas medidas de area axonial e area da bainha de mielina. Na
andlise da densidade axonial, o grupo G7 nao se diferenciou do grupo G1.
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A comparacgéo entre os segmentos de nervo N1 e N3 do grupo G7
mostrou nao haver diferencas estatisticas entre os resultados de diametro
minimo ou entre os resultados de densidade axonial.

Estes resultados despertaram a atencao porque, no grupo G7, o
nervo fibular comum foi seccionado e seus cotos inseridos na musculatura
adjacente para evitar contaminacdo axonial pelo coto proximal. Esperava-se
que, no segmento de nervo N3 do grupo G7, ocorresse degeneracao
Walleriana maior que a observada no grupo G6 no mesmo segmento, e valores
de densidade axonial e de didametro minimo das fibras nervosas menores que
no segmento de nervo N1 do préprio grupo G7. Entretanto, isto ndo ocorreu.

Este resultado é importante, pois mostra, pela primeira vez, uma
possivel reinervacao retrégrada do segmento de nervo proximal a NTL. Novos
estudos deverao ser realizados para confirmar esta hipotese.

Os resultados da andlise morfométrica dos segmentos de nervo
fibular comum proximal a NTL nos grupos G3, G4, G5, G6 e G7, sado
confirmados pela andlise das imagens representativas das fibras dos
segmentos de nervo N3, mostrando grande semelhanca entre os grupos G3 e
G5, cujas fibras apresentaram-se com as bainhas de mielina bem definidas e,
em quantidade e tamanhos comparaveis as fibras dos segmentos de nervo N1
do grupo G1. Os grupos G4 e G6 mostraram poucas fibras de tamanho
reduzido e grande quantidade de tecido conjuntivo. As fibras nervosas do grupo
G7 apresentaram-se em grande numero e pequeno calibre, assemelhando-se
as encontradas no segmento de nervo fibular comum distal a NTL no préprio
G7.

5.8. Consideracoes finais

A observacdo de que as fibras axoniais nos grupos G3 e G5
apresentaram-se com menor calibre, e tendéncia a uma maior densidade
axonial no segmento distal a NTL (N1), quando comparados ao grupo G1,
demonstra a ocorréncia de uma possivel lesdo no nervo fibular comum,
provavelmente durante a cirurgia para a realizacdo da NTL e, consequente,
regeneracao axonial, como a ocorrida no grupo G7 (grupo de reinervagéo).
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Contudo, os musculos tibiais craniais destes grupos nao apresentaram
prejuizos, haja vista os resultados de massa, area e diametro minimo das fibras
do MTCD.

A presenca de lesdo no nervo fibular comum e auséncia de prejuizo
ao musculo tibial cranial também foram observadas por Cederna et al. (2001).
Estes autores observaram que ocorre lesdo no nervo doador durante a
realizacdo da NTL, mesmo quando técnicas cirargicas meticulosas sao usadas
para evitar lesbes nos fasciculos nervosos. Estas lesbes causaram uma
desnervacao aguda no musculo doador (musculo originalmente inervado pelo
nervo doador), porém, sem déficit no poder de contragdo do mesmo. Apds seis
meses, nao foi encontrada nenhuma diferenga estatistica quando comparados
massa corporal, massa do musculo doador e forca de contracéo,
demonstrando que a lesdo no momento da coaptacao ndo produz déficits
funcionais ou estruturais ao musculo doador, confirmando os resultados obtidos
neste trabalho. Outros autores comprovaram auséncia de déficits funcionais no
musculo inervado pelo nervo doador (Giovanoli et al., 2000; Ozmen et al.,
2004).

A maior densidade e menor calibre axonial no segmento de nervo
N1 nos grupos G3 e G5, mostram também a ocorréncia de reinervagao das
fibras lesadas. Para elucidar a origem das fibras regenerativas, realizamos a
comparacao entre os segmentos proximal (N3) e distal (N1) a NTL, nos grupos
G3 e G5.

O segmento de nervo N1 apresentou maior densidade e menor
calibre axonial quando comparado ao segmento de nervo N3 nos grupos G3 e
G5. Esta observacao evidencia o fato de que ndo ocorreu regeneracao a partir
de brotamentos colaterais no segmento de nervo N3, haja vista o numero de
axonios neste segmento igual ao do G1 (grupo normal).

Nao foram obtidos cortes longitudinais inteiros dos segmentos de
nervo N4, porque as amostras foram retiradas com os fios de sutura e, no
momento do corte histolégico, estes rasgavam o corte, ndo sendo possivel
comprovar se a regeneragao nervosa ocorreu a partir de fibras do nervo fibular
comum ou do nervo tibial. Desta maneira foram lancadas duas hipo6teses para

explicar o ocorrido.
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A primeira hipétese € de que a regeneracao tenha ocorrido a partir
de brotamentos colaterais ou terminais das préprias fibras do nervo fibular
comum lesadas durante a NTL, portanto, em um ponto distal ao analisado no
segmento de nervo N3. Neste caso, porém, ndo se pode falar em dupla
inervagdo muscular.

Outra hipbtese é a de que a regeneracao tenha ocorrido a partir dos
brotamentos terminais no segmento de nervo tibial proximal a NTL (N2).

Segundo Cajal (1928 apud Ide, 1996), para que a reinervacao de um
nervo aconteca, € necessario que ocorra, apds lesdo nervosa, degeneracao
Walleriana para formacao das bandas de Blingner, ou colunas de células de
Shwann, que é uma via indispensavel pela qual os axénios em regeneragao
crescem em direcdo aos 6rgaos alvo.

Assim, para haver regeneragédo axonial a partir do nervo tibial (N2),
deve ter ocorrido degeneracao Walleriana das fibras lesadas, durante a
realizacdo da NTL, no nervo fibular comum, semelhante ao ocorrido na técnica
de Ballance et al. (1903) que suturaram o nervo lesado a uma incisdo na lateral
do nervo doador, realizando na verdade uma reinervacao término-terminal das
fibras seccionadas na incisao.

Considerando-se, entdo, que tenha acontecido uma reinervacao das
fibras lesadas durante a neurorrafia nos grupos G3 e G5. E que esta
reinervacdo possa ter ocorrido a partir do nervo tibial de maneira término-
terminal, ndo podemos falar em dupla inervagdo muscular através de NTL.

Estas observacdes contradizem o trabalho de Furukawa et al. (2008)
que mostrou haver dupla inervagcdo muscular ap6s suturar o coto proximal do
nervo hipoglosso a lateral do nervo facial com abertura de janela epineural, em
ratos. Estes autores realizaram sutura com seis pontos, o que poderia ter
causado uma lesdo no nervo facial. Além disso, os autores obtiveram
sincinesias e movimentos faciais em massa no grupo com neurorrafia término-
terminal (NTT), enquanto que sincinesias foram observadas em apenas dois
dos seis animais onde foi realizada NTL. Os autores afirmaram, ainda, que oito
semanas ap0s a realizagdo da neurorrafia, o nervo facial foi seccionado
proximal a NTL e os animais apresentaram fenétipo de paralisia facial, e que,

0s ratos comecaram a apresentar as mesmas sincinesias do grupo com NTT
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apds duas a quatro semanas, ou seja, quando comecgou a reinervagao do nervo
facial pelo nervo hipoglosso.

Assim, podemos considerar que estes autores também causaram
uma lesdo no nervo facial nos dois ratos do grupo com NTL e que, portanto,
como neste trabalho, obtiveram uma reinervacdo e nao uma dupla inervagao
muscular.

Estas observagdes nos permitem concluir que a dupla inervacao
muscular ndo ocorreu através da NTL, neste modelo experimental.

Além disso, os resultados obtidos na avaliacao do grupo G4, onde o
nervo fibular comum foi seccionado proximal a NTL, mostraram que no
segmento de nervo N1 ocorreu degeneracdo Walleriana, evidenciado por
apresentar uma densidade axonial menor que no grupo G7 (reinervagao) e nao
diferente do grupo G6 (desnervado).

A degeneracao Walleriana ocorrida no segmento de nervo N1 do
grupo G4 determinou desnervagao temporaria do musculo tibial cranial, o que
permitiu a ocorréncia de atrofia muscular, mostrando que o nervo tibial nao foi
capaz de manter a inervacao muscular apds seccao do nervo fibular comum.

Por outro lado, a medida da area das fibras musculares mostrou nao
haver diferenga entre os grupos G4 e G7, confirmando a reinervagao através
da NTL, o que impediu que a atrofia muscular progredisse. A reinervacao pode
ser confirmada pelo teste eletrofisiologico que mostrou diminuicdo da
amplitude, porém, manutencao da laténcia, demonstrando que a estimulagéao
elétrica chegou ao musculo tibial cranial através da NTL; enquanto que no
grupo G6 (desnervado), a diminuicdo da amplitude foi acompanhada por
auséncia de laténcia apds secc¢ao dos nervos fibular comum e tibial.

E importante ressaltar que foram encontrados, neste trabalho, dois
possiveis fenbmenos, a atrofia das fibras axoniais do segmento proximal do
nervo seccionado e suturado na lateral de um nervo integro ou em
degeneracdo; e a reinervagao retrégrada ocorrida no segmento do nervo
receptor proximal a NTL.

Nao ha, na literatura, descricido de fatos semelhantes. Trabalhos

futuros poderao esclarecer estes aspectos.
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6. Conclusoes

Com este modelo experimental podemos concluir que:

A dupla inervacao muscular ndo ocorreu através de NTL.

. O nervo tibial ndo foi capaz de manter a inervagdo do musculo tibial
cranial apds secc¢ao do nervo fibular comum proximalmente a NTL, nao

impedindo a atrofia muscular.

. Apods seccao do nervo fibular comum, houve degeneragédo Walleriana do
segmento de nervo distal a NTL.

A regeneragdo nervosa ocorrida através da NTL, apds degeneracéao do

nervo receptor, permitiu a reinervagdo muscular.
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