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RESUMO

A presente pesquisa teve por objetivo investigar a regeneracao do nervo ciatico
de ratos ap6s crioterapia com nitrogénio liquido. Para isso, foram empregados 54
ratos da linhagem Wistar, machos, adultos jovens. A amostra foi distribuida,
aleatoriamente, em nove grupos de seis animais, submetidos a acesso cirlrgico do
nervo ciatico, seguido de crioterapia, lesdo de esmagamento ou auséncia de
manipulacdo do nervo (grupo-controle). Andlises da marcha, eletroneuromiografica e
histomorfométrica foram realizadas nos periodos de 15, 30 e 70 dias de pos-
operatorio. Houve alteracdo morfofuncional significativa nos grupos esmagamento e
crioterapia nos primeiros 15 dias. Aos 30 dias, melhora da marcha foi observada, mas
a perda funcional ainda se mostrou significativa. No tempo de 70 dias, nao foi mais
observada diferenga significativa da analise da marcha entre os grupos controle,
esmagamento e crioterapia. Na eletroneuromiografia, a amplitude do potencial de
acao teve valores préximos de zero no grupo esmagamento aos 15 e 30 dias, e
valores nulos para o grupo crioterapia nos mesmos periodos. No grupo crioterapia, a
mensuracao da laténcia do potencial de acdo nao foi possivel aos 15 e 30 dias, o que
sugere valores muito elevados. Ja aos 70 dias, foram observados valores
significativamente superiores aos dos grupos controle e esmagamento. Na
histomorfometria, os grupos submetidos as lesées de esmagamento e congelamento
apresentaram numero total e densidade de fibras mielinizadas significativamente
maiores, cujos valores foram mais elevados aos 30 dias, sendo os do grupo
crioterapia significativamente superiores aos dos grupos esmagamento e controle. Os
grupos esmagamento e crioterapia exibiram aumento do didmetro axonal e da
espessura da bainha de mielina com o passar do tempo, porém esses nao
alcancaram os valores do grupo-controle. Os resultados obtidos permitem concluir que
a lesdo causada pela aplicacdo direta da crioterapia com nitrogénio liquido sobre o

nervo ciatico de ratos caracteriza-se como axoniotmese, cujo dano é reversivel.

Palavras-chave: Regeneracdo Nervosa. Crioterapia. Eletromiografia. Amplitude.

Recuperacado de Funcao Fisiologica. Contagem de Células. Nervo Ciatico. Ratos.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate sciatic nerve regeneration after
cryotherapy with liquid nitrogen. Fifty-four young adult male Wistar rats were
randomly distributed into nine groups of six. The animals were submitted to surgical
access of the sciatic nerve and subsequent cryotherapy, crush lesion or no
manipulation (control). Walking track, electroneuromyographic and
histomorphometric analyses were performed at 15, 30 and 70 days postoperative. At
15 days, the crush group and cryotherapy group showed significant morphofunctional
alteration in the three methods of evaluation. At 30 days, improvement in the walking
track was observed, but functional loss was still significant. At 70 days, there were no
significant differences among the crytotherapy, crush and control groups. The
electroneuromyographic amplitude was near zero for the crush group at 15 and 30
days, and zero for the cryotherapy group. At 15 and 30 days, it was not possible to
measure latency in the cryotherapy group, suggesting the values were too elevated,
and at 70 days, significantly higher levels were observed compared to the crush and
control groups. In the histomorphometric analysis, the crush and cryotherapy groups
showed higher total number and density of myelinized fibers, where the highest
values were obtained at 30 days, with the cryotherapy group showing the highest
values for all three groups. Crush and cryotherapy groups showed higher axonal
diameter and width of the myelin sheath with time, but these values were lower than
those of control group. These results lead us to conclude that the lesion caused by
direct application of liquid nitrogen on the sciatic nerve of rats is classified as

axonotmesis, which is reversible.

Key words: Nerve Regeneration; Cryotherapy; Electromyography; Amplitude;

Recovery of Function; Cell Count; Sciatic Nerve; Rats.
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1 INTRODUCAO

O complexo maxilomandibular pode sediar uma variedade de lesdes
benignas de comportamento biolégico localmente agressivo e com potencial para
recidivas. Entre elas incluem-se o ameloblastoma, o tumor odontogénico
ceratocistico, o mixoma odontogénico e o granuloma central de células gigantes. As
recidivas podem estar associadas a células tumorais remanescentes, cistos satélites
ou restos teciduais da lesdo nas margens 6sseas (POGREL, 1993). Para minimizar
a possibilidade de recidivas, o tratamento convencional de tais lesdes consiste em
cirurgia com margem de seguranca ou ressecgao, o que leva a mutilacées de dificil
reabilitacdo estética e funcional.

A abordagem terapéutica de tais lesdes recidivantes poderia ser realizada
de forma conservadora, por enucleacdo ou curetagem cirdrgica, se essas fossem
complementadas pelo tratamento da cavidade éssea residual com algum agente que
eliminasse os remanescentes celulares das lesées. O procedimento deveria, ainda,
manter o arcabouco 6ésseo intacto para permitir a osteoconducdo (SCHMIDT;
POGREL, 2001). A crioterapia, que consiste na aplicacdo de baixas temperaturas
com o objetivo de provocarem-se modificacbes do meio celular (LEOPARD, 1975;
WHITTAKER, 1984), tem sido indicada para esse fim. Uma das modalidades de
crioterapia € a criocirurgia, situacdo em que se utilizam baixas temperaturas para
provocar dano tecidual que resulte em morte celular. Para que isso ocorra, €
necessario que seja promovido congelamento rapido e que a temperatura nos
tecidos seja inferior a 20°C negativos (GONGLOFF; GAGE, 1983; LEOPARD, 1975).
A morte celular ocorre por dano direto, representado pela formagédo de cristais de
gelo intra e extracelulares, assim como por disturbios osmotico e eletrolitico
(POGREL; YEN; TAYLOR, 1996).

A crioterapia € um método eficaz de destruicdo tecidual por congelamento
que, por ser capaz de produzir necrose celular do tecido ésseo ao mesmo tempo em
que mantém seu arcabouco inorganico, vem sendo empregado como terapia
complementar em lesdes localmente agressivas (POGREL; YEN; TAYLOR, 1996). O

procedimento é capaz de proporcionar margem de seguranga sem causar dano



21

estético-funcional (POGREL, 1993), sendo que a principal vantagem do seu
emprego como técnica complementar a cirurgia convencional é a possibilidade de
um tratamento cirlrgico conservador, capaz de preservar estruturas anatdmicas
importantes, como o0s nervos alveolar inferior e infraorbital. Entretanto, em alguns
casos, principalmente de lesdes extensas, o congelamento tecidual atua também
sobre 0s ramos nervosos, o0 que resulta em leséo fisica do tecido nervoso periférico
(SCHMIDT; POGREL, 2004).

Alguns estudos clinicos sugerem que as alteragdes neurossensoriais
provocadas pela crioterapia, quando aplicada préximo ou diretamente no tecido
nervoso periférico, sao reversiveis (SCHMIDT; POGREL, 2001, 2004). Entretanto,
ha controvérsia sobre o tema, ja& que as pesquisas existentes consistem em
avaliaces clinicas, ndo existindo, na literatura, relatos de estudos experimentais que
comprovem tal afirmacdao. O presente estudo investigou a regeneracdo do nervo
ciatico de ratos ap6s crioterapia com nitrogénio liquido por meio das analises da

marcha, eletroneuromiografica e microscopica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CRIOTERAPIA

2.1.1 Historico

Em 1851, James Arnott relatou o uso pioneiro de baixas temperaturas
como opc¢ao terapéutica para lesées malignas. Era empregada uma mistura de sal e
gelo para provocar necrose tecidual em neoplasias de mama (BELTRAO, 2003;
GAGE; BAUST, 1998; LEOPARD, 1975; WHITTAKER, 1984). Em 1892, James
Dewar desenvolveu um recipiente a vacuo que permitia 0 armazenamento de gases
liquefeitos. Nesse periodo, a expressao agentes criogénicos passou a ser
empregada. Porém, o uso de tais agentes s6 se popularizou apds a Segunda Guerra
Mundial, quando o nitrogénio liquido tornou-se comercialmente disponivel (GAGE;
BAUST, 1998). Na Odontologia, os primeiros relatos sobre a criocirurgia datam da
década de 60, quando foi empregada para o tratamento de lesdes intra-6sseas em

maxila e mandibula e de lesdes da mucosa oral (LEOPARD, 1975).

Cribgenos ou agentes criogénicos sdo gases aplicados com fins
medicinais para conservagcdo ou destruicdo de tecidos ou, ainda, para preservar
substancias biologicas e alimentos. Os cribgenos mais empregados em Medicina
sao: (1) o nitrogénio liquido, cuja temperatura potencial € de 196°C negativos,
representa um cribgeno inodoro, nao inflamavel, com poucos efeitos adversos e de
facil transporte; (2) o éxido nitroso, cujo potencial de frio é de 89°C negativos,
empregado principalmente em ginecologia e otorrinolaringologia; e (3) o diéxido de
carbono, cuja temperatura chega a 78°C negativos, é inodoro, ligeiramente acido e
nao inflamavel (TURJANSKY; STOLAR, 1992).

Com o surgimento de aparelhagem apropriada que permite o
congelamento in situ e otimiza o uso do nitrogénio liquido por meio de pontas de

aplicacdo e comandos de controle para a regulagdo da temperatura desejada
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nessas pontas, a criocirurgia desenvolveu-se como recurso terapéutico (GAGE;
BAUST, 1998).

2.1.2 Aparelhagem

Os sistemas disponiveis para aplicacdo da crioterapia podem ser
classificados em abertos ou fechados. Os primeiros envolvem a aplicacao direta do
cribgeno na superficie da lesdo, por meio de hastes de algodao ou spray. Esses
sistemas sdo mais aplicaveis em lesdes proliferativas espessas e invasivas, em que
o controle da profundidade de destruicao tecidual é de importancia secundaria, bem
como no tratamento de lesGes dsseas. No sistema fechado, o cribgeno € aplicado
por meio de uma sonda que entra em contato com o tecido e provoca seu
congelamento. Tal sistema oferece maior controle, sendo a profundidade do
congelamento e a temperatura menores do que no sistema aberto (BORGES, 2005;
READE, 1979).

A aplicacao da crioterapia foi facilitada pelo surgimento de aparelhos
versateis e de facil manuseio. Bernat, em 1993, relatou o emprego do CRY-AC,®- 3
(Brymill, Ellington, Connecticut, USA) um aparelho pequeno, de baixo custo, que tem
diversas pontas aplicadoras com angulag¢des variaveis. Atualmente, o aparato tem
sido empregado em Odontologia e Dermatologia, tanto em pesquisas quanto na
rotina clinica (BELTRAO, 2003; BORGES, 2005, 2007; CERQUEIRA; SANT’ANA
FILHO, 2001; CHIARELLO, 2000; KUWAHARA; CRAIG; AMONETTE, 2001;
SCORTEGAGNA, 2004).

2.1.3 Mecanismo de Acao

A maioria dos tecidos vitais congela a temperaturas préximas de 2,2°C
negativos. Contudo, para que a morte celular ocorra, a temperatura deve ser inferior
a 20°C negativos (BELTRAO, 2003; TAL, 1982, 1992; TAL; RIFKIN, 1986). A
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aplicacao do agente criogénico promove uma area branca, congelada, de superficie
circular, como uma bola de gelo, que cresce durante aproximadamente um minuto e,
em seguida, estabiliza. Neste momento, um equilibrio de temperatura é alcancado.
Apés a interrupcao da aplicagdo do agente criogénico, a bola de gelo comeca a
descongelar, e o tecido reaquece (BELTRAOQ, 2003; GONGLOFF; GAGE, 1983; TAL,
1982).

Pogrel, Yen e Taylor (1996) avaliaram, ao exame histolégico e por meio de
termografia infravermelha, o efeito da aplicagdo de nitrogénio liquido em abdémen
de ratos apods trés etapas de congelamento de um minuto, seguidas, cada uma delas,
de intervalo de descongelamento de 2,5 min. Neste estudo, os autores concluiram
que a area isotérmica de 20°C negativos ocupa 70% da area formada pela bola de
gelo produzida. Observaram também que, em profundidade, a necrose formada é
semicircular e corresponde a 50% do diametro da bola de gelo inicial.

O tamanho e a natureza da criolesdao sdao determinados principalmente
pela profundidade, pela condutividade térmica, pela osmolaridade, pela composicao
celular e pela vascularizacdo do tecido a ser congelado (BELTRAO, 2003; TAL,
1992). Os efeitos deletérios do congelamento podem ser divididos em diretos e
indiretos. Os diretos incluem desidratacao e disturbio eletrolitico da célula, alteracao
de pH, inibicdo enzimatica, desnaturacdo de proteinas e ruptura da membrana
celular. Os indiretos compreendem efeitos vasculares e imunolégicos (BORGES,
2005; GONGLOFF; GAGE, 1983).

A morte celular resulta da combinacao entre a acado mecanica de cristais
de gelo no interior da célula, que rompem as membranas celulares, e o desequilibrio
osmético e hidroeletrolitico causado pela retencdo de liquido dos cristais de gelo
(WHITTAKER, 1984). As células mais préximas a ponta aplicadora do aparelho de
crioterapia congelam rapidamente, e as células mais distantes o fazem lentamente

por estarem préximas a fontes de calor como vasos sanguineos (TAL, 1982).

Com a queda da temperatura tecidual, a agua é cristalizada, sendo que a

formagéao de cristais de gelo ocorre antes no meio extracelular. Conforme os cristais
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aumentam de tamanho, mais agua é incorporada aos mesmos, o que diminui o
volume de solvente e aumenta a concentracdo de eletrélitos no meio extracelular.
Isso cria um ambiente hiperosmético e resulta na osmose da agua para fora das
células. Ha, entdo, aumento da concentracdo de eletrdlitos intracelulares, com
alteracao de pH e desnaturacado dos complexos lipoprotéicos das células. Um novo
resfriamento faz com que haja formacao de cristais de gelo no meio intracelular, que
ocorre, provavelmente, em fungao do rapido congelamento, que nao permite a saida
de agua para fora das células. Uma vez formados, os cristais intracelulares causam
a ruptura de organelas citoplasmaticas, como resultado de diferentes coeficientes de
contracao térmica (BORGES, 2005; GAGE; BAUST, 1998).

A repeticao de ciclos produz mais destruicao tecidual, porque as células
sdo submetidas a alteracbes quimicas adicionais ao passarem novamente por
condigdes térmicas danosas. Em cada ciclo sucessivo, o resfriamento tecidual €
mais rapido, e o volume de tecido congelado e necrosado é maior (BORGES, 2005;
GAGE; BAUST, 1998; WHITTAKER, 1984).

2.1.4 Pesquisas Clinicas

Gongloff e Gage (1983) publicaram os resultados do emprego da
crioterapia no tratamento de 14 lesdes orais, com acompanhamento pos-operatério
de dois anos. As lesGes incluiam mucoceles, hemangiomas, hiperplasias
fibroepiteliais e leucoplasias. O protocolo e o sistema de aplicacdo variavam de
acordo com o tamanho, a localizacédo e o tipo de lesdo. Os autores concluiram que
os dois sistemas de aplicacao, aberto e fechado, podem ser uUteis para o tratamento
de lesdes orais. A sonda € mais apropriada para regiodes de dificil acesso e pouco
extensas, enquanto o spray estd mais indicado para areas cuja visualizagédo direta é
possivel, bem como para lesées superficiais e difusas. Observaram, também, que,
ao aplicar-se o spray, devem ser tomadas precaucdes para evitar 0 congelamento

dos tecidos adjacentes.
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Turjansky e Stolar (1992) relatam a aplicacéo da crioterapia no tratamento
de 158 casos de enfermidades orais. O método foi empregado nos sistemas aberto e
fechado, em 42 lesdes benignas (hemangiomas, linfangiomas, granulomas
piogénicos e papilomas), 51 lesdées cancerizaveis (leucoplasias e eritroplasias) e 65
lesbes malignas (carcinomas in situ e carcinomas espinocelulares). Os autores
ressaltam como vantagens da técnica: simplicidade; auséncia de riscos e efeitos
indesejaveis; minima dor trans e po6s-operatéria; boa cicatrizacdo e baixo custo.
Ainda, sugerem seu emprego em grande escala em servigos especializados para
que comparacoes dos resultados possam ser realizadas em longo prazo.

Pogrel (1993) avaliou 37 pacientes com les6es mandibulares localmente
agressivas: 25 tumores odontogénicos ceratocisticos, oito ameloblastomas, dois
granulomas de células gigantes e dois mixomas. As lesées foram tratadas por
enucleacao seguida de crioterapia com spray de nitrogénio liquido. Em oito lesoes,
foi feito enxerto de 0sso esponjoso de iliaco. O periodo de avaliacdo estendeu-se de
1983 a 1990. Foram diagnosticados trés casos de deiscéncia da ferida e exposicao
Ossea; um de recidiva de ameloblastoma com fratura patoldgica; 19 de parestesia no
pds-operatorio, que foi atribuida ao tratamento criocirirgico envolvendo o nervo
alveolar inferior, com resolucao espontdnea. Segundo o autor, a crioterapia com
nitrogénio liquido representa um método singular de desvitalizacao 6ssea in situ, que
mantém a estrutura inorganica e permite a substituicado gradativa do osso necrotico
por tecido 6sseo vital. O autor alerta, ainda, que uma das limitagdes desse recurso
terapéutico € a impossibilidade de monitorizacdo precisa da extensao da necrose

tecidual.

Salmassy e Pogrel (1995) investigaram se enxertos 6sseos em lojas
cirurgicas de lesbes mandibulares agressivas tratadas por enucleacao e crioterapia
poderiam acelerar a cicatrizagdo e reduzir os indices de complicagées. Foram
avaliados 20 pacientes, distribuidos em dois grupos de dez individuos, sendo que
um grupo recebeu enxerto 6sseo medular proveniente de iliaco simultaneamente ao
tratamento cirargico, e o outro, ndo. Nenhum dos pacientes submetidos ao enxerto
associado a enucleagdo e crioterapia desenvolveu complicagdes. No grupo
submetido a enucleagdo e crioterapia, sem enxerto &ésseo, dois pacientes
desenvolveram fratura patoldgica, e um apresentou deiscéncia da ferida. Segundo
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0s autores, pacientes portadores de lesdes localmente agressivas, com tamanho
aproximado de 4 cm no seu maior diametro, tratadas com enucleacao, crioterapia e
enxerto 6sseo medular, exibem menor risco de complicacdes, bem como maior
altura de osso remanescente, o que amplia a chance de colocacdo de implantes
dentarios.

Curi, Dib e Pinto (1997) analisaram os resultados pdés-operatérios da
curetagem seguida de crioterapia com nitrogénio liquido no tratamento de
ameloblastomas sélidos dos maxilares. Trinta e seis casos de ameloblastoma foram
submetidos a exame clinico-radiografico, sendo 34 localizados na mandibula e dois,
na maxila. A técnica de crioterapia empregada consistiu no uso do spray, com ciclos
de trés aplicacées de um minuto cada e intervalo de cinco minutos entre elas. Os
autores verificaram recidiva em 11 pacientes, fratura patolégica em quatro,
deiscéncia da ferida em 13 e parestesia do nervo alveolar inferior em dois. Segundo
os autores, o tratamento dos ameloblastomas sélidos dos maxilares com curetagem
seguida de crioterapia pode diminuir tanto a taxa de recidiva, quanto a indicacao
inicial de resseccao 6ssea com grande perda tecidual.

Ishida e Ramos-e-Silva (1998) aplicaram a criocirurgia, tanto pela técnica
aberta (spray) como pela fechada (sonda), no tratamento de diversas lesGes orais
tais como granuloma piogénico, queilite actinica, fiboroma, liquen plano hipertréfico,
leucoplasia, eritroplasia, carcinoma verrucoso e hiperplasia papilomatosa. A
crioterapia foi considerada um procedimento seguro e de baixo custo, cuja
desvantagem consiste na inducdo de maior edema. Para compensar esse efeito, os
autores sugerem a administracdo de corticoesterdides por ocasido do emprego da

técnica em regides como lingua e assoalho bucal.

Schmidt e Pogrel (1999) realizaram estudo retrospectivo para avaliar o
emprego de enucleacao associada a crioterapia com nitrogénio liquido no manejo de
lesbes localmente agressivas dos maxilares. Foram avaliadas, por exame clinico e
radiografico, 30 lesdes, sendo 26 tumores odontogénicos ceratocisticos, trés
mixomas e um granuloma de células gigantes. Vinte e quatro desses pacientes ja
haviam sido tratados anteriormente por enucleacdo. Foi observada recorréncia em

trés casos (10%) de tumor odontogénico ceratocistico. As complicacdes
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corresponderam a quatro casos de deiscéncia da ferida (15%) e um de fratura
patolégica da mandibula. Os autores afirmam que a combinacdo de enucleagao e
crioterapia com nitrogénio liquido pode constituir uma melhor opcao terapéutica para

lesdes localmente agressivas dos maxilares.

Yeh (2000) aplicou a crioterapia com nitrogénio liquido no tratamento de
102 lesbes orais, entre elas: mucocele, leucoplasia, hemangioma, fibroma e
hiperplasia. Foi empregado o sistema aberto, sendo as hastes de algodao aplicadas
com pressao manual durante 30 a 70 segundos, conforme o tipo de leséo.
Hiperemia e edema ocorreram imediatamente apos o tratamento, aumentando entre
um e dois dias. As lesdes tornaram-se necréticas entre trés e cinco dias, e a
epitelizagdo completou-se entre uma e quatro semanas, conforme o tamanho da
lesdo. Foi constatado que a técnica envolve baixo custo, é de rapida execucao,

exibe pouco sangramento e, na maioria dos casos, ndo requer anestesia ou sutura.

Cerqueira e Sant’Ana Filho (2001) empregaram a técnica de enucleacao
seguida de crioterapia com nitrogénio liquido sob a forma de spray no tratamento de
um mixoma odontogénico de mandibula em um paciente de 15 anos de idade. Os
autores afirmam que a crioterapia associada a curetagem oferece indice de recidiva
significativamente menor quando comparada ao tratamento conservador isolado; e
pouca ou nenhuma sequela estético-funcional, se comparada ao tratamento radical.
Por fim, sugerem estudos adicionais sobre o aporte sangliineo a area abordada e,

também, sobre a realizacdo de enxertos imediatos associados a técnica.

Schmidt e Pogrel (2001) investigaram, em estudo retrospectivo com 26
pacientes, o emprego de enucleacao e criocirurgia combinadas no tratamento de
tumores odontogénicos ceratocisticos. Ressaltam que 22 dos 26 pacientes ja tinham
recebido tratamento prévio por meio de enucleacdo. Todos os pacientes foram
tratados pelo mesmo cirurgido, que aplicou spray de nitrogénio liquido na cavidade
O0ssea em dois tempos de um minuto, com intervalo de cinco minutos entre eles. Os
autores observaram que 23 (88,5%) dos 26 pacientes nao tiveram evidéncia clinica
ou radiogréfica de recidiva apdés dez anos de acompanhamento. Quando presente, a
recidiva foi observada entre o primeiro e o segundo anos de pdés-operatério. A
complicacdo mais frequente foi deiscéncia de sutura (15%), € um paciente com pés-
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operatério de seis semanas teve fratura patolégica subcondilar da mandibula.
Segundo os autores, a combinacdo de enucleacdo e crioterapia com nitrogénio
liguido pode oferecer vantagens, como a manutencao da arquitetura 6ssea, no
tratamento de tumores odontogénicos ceratocisticos.

Schmidt e Pogrel (2004) avaliaram as alteragdes neurossensoriais apds
crioterapia com nitrogénio liquido no tratamento de les6es mandibulares préximas ao
nervo alveolar inferior. Dezesseis pacientes com lesées em regido posterior da
mandibula (15 tumores odontogénicos ceratocisticos e um fibromixoma) foram
tratados com técnica padronizada de enucleacdo e crioterapia. A avaliacdo pés-
operatéria incluiu o relato dos sintomas dos pacientes e um questionario de
avaliagdo neurossensorial. Todos o0s pacientes apresentaram alteracdes
neurossensoriais na distribuicdo do nervo alveolar inferior imediatamente apo6s a
crioterapia; dois pacientes tiveram anestesia; e os outros 14, parestesia. A média de
tempo de retorno ou melhora neurossensorial foi de 91 dias e variou de seis a 235
dias. Para os autores, a combinagdo de enucleacao e crioterapia com nitrogénio
liquido produz alteragdes minimas da fungdo do nervo alveolar inferior, ja que o
epineuro e o0s axbnios seriam resistentes ao congelamento, estando a leséo

confinada a bainha de mielina, o que caracteriza a neurapraxia.

Borges (2005) investigou o uso da crioterapia no tratamento de hiperplasia
fibroepitelial associada ao uso de prétese mal-adaptada. Foi avaliada a dor trans e
pés-operatéria durante o tratamento, bem como o tempo de duracdao dos
procedimentos criocirdrgicos. Os 12 pacientes selecionados foram submetidos a
crioterapia com nitrogénio liquido pelo sistema fechado, em duas aplicacées de 60
segundos com intervalo de 3 minutos entre elas. Dos 12 pacientes tratados, seis
apresentaram resolucdo completa do quadro; trés apresentaram diminuicdo do
tamanho da lesdo; e trés nao retornaram para acompanhamento. A crioterapia
mostrou-se um método eficiente para o tratamento de lesdes hiperplasicas
pediculadas com até 12 mm de comprimento; ndo apresentou bons resultados em
hiperplasias sésseis com mais de 9 mm; e constitui procedimento de rapida

execucao, que pode ser considerado indolor tanto no trans como no pés-operatorio.
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2.1.5 Pesquisas em Modelos Animais

Pogrel et al. (2002) investigaram o efeito da crioterapia em modelos
animais. Os autores empregaram nove minipigs sendo que oito deles foram
submetidos a confeccdo de defeitos désseos artificiais de 3 cm na mandibula e
tratados com spray de nitrogénio liquido em dois ciclos de um minuto de
congelamento. Um animal serviu como controle, sem nenhum tipo de tratamento do
defeito 6sseo. Quatro defeitos receberam enxerto 6sseo autdégeno proveniente do
mento, e os outros quatro foram suturados primariamente sem receber enxerto. Dois
animais foram mortos aos trés dias de pds-operatério para a mensuracao histolégica
da extensdo da necrose éssea, e 0os demais foram mortos aos trés meses para
avaliagdo histologica da area de neoformacao 6ssea. O defeito 6sseo considerado
isoladamente teve média de profundidade de 0,09 mm de necrose 6ssea, a0 passo
que o nitrogénio liquido alcancou a profundidade média de 0,82 mm (entre 0,51 e
1,52 mm). Os defeitos sem enxerto 6sseo exibiram taxa de 50% de deiscéncia da
ferida e formacgéao de sequestros. Os defeitos com enxerto ndo apresentaram maior
quantidade de neoformacdo dssea. O nitrogénio liquido desvitalizou a éarea
circundante do defeito 6sseo, e a cicatrizacdo teve melhor qualidade com a

aplicacao do enxerto 6sseo autégeno.

Santos (2002) investigou o efeito de diferentes protocolos de aplicagéo do
nitrogénio liquido em mucosa de dorso de lingua de ratos. Foram realizadas duas
aplicacbes de 20 segundos com intervalos de cinco minutos entre elas, empregando-
se os sistemas fechado (sonda) e aberto (spray e hastes de algodao). A morte dos
animais foi realizada decorridas seis horas da criocirurgia, e as variaveis edema,
hemorragia, Ulcera e necrose foram avaliadas ao exame histoldgico. A aplicacdo do
nitrogénio liquido com sonda e hastes de algodao induziu dano tecidual mais
localizado do que o resultante do spray. A autora nao € favoravel ao uso do

nitrogénio liquido em spray no tratamento de lesées da mucosa oral.

Beltrdo (2003) analisou os efeitos clinicos do nitrogénio liquido aplicado
com hastes de algodao em labio e mucosa do palato de coelhos. Foram realizadas

duas aplicagcdes de um minuto cada com intervalo de cinco minutos entre elas. As
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lesbes provocadas pelo frio foram acompanhadas até seu reparo final nos tempos
de observacao de um, dois, cinco, sete, dez e 14 dias. Em cada periodo, foi medido
o comprimento da lesdo nos sentidos antero-posterior e transversal. Os resultados
obtidos revelaram que o edema comportou-se de maneira semelhante nos dois sitios
de aplicacdao. O protocolo empregado produziu necrose tecidual cujo padrdo de
destruicdo manteve-se similar nos dois sitios anatémicos, sendo que o processo de

cicatrizacdo ocorreu em 14 dias.

Popken et al. (2003) investigaram a aplicabilidade de minissondas com 3,2
mm de didmetro na crioterapia de ossos longos. O congelamento foi realizado em
fémur e tibia de dez carneiros mantidos sob anestesia geral. Uma cavidade de 3,5
mm de diametro foi confeccionada no tecido 6sseo dos animais, espaco em que
eram colocados a sonda e um termdémetro para mensurar a temperatura local
durante a crioterapia. Foram aplicados dois protocolos: (1) duas aplicagdes de 15
minutos com intervalo de sete minutos entre elas; (2) trés aplicacdes de 15 min
também com intervalos de sete minutos. Uma semana apés as cirurgias, 0s animais
foram mortos, e 0s 0ssos tratados foram dissecados, removidos e processados para
analise histoldgica, que revelou necrose de 0sso compacto e medular em toda a
extensdo transversal do tecido. Os dois protocolos de aplicacéo tiveram resultados
similares. Os autores afirmam que as minissondas aplicadas promovem
congelamento adequado em 0ssos longos e podem constituir terapia complementar
a enucleacao cirurgica em doencas neoplasicas do 0sso.

Silva (2003) investigou o efeito do spray de nitrogénio liquido em
mandibula de coelho. Quinze animais foram submetidos a ostectomia bilateral na
base mandibular, cujo resultado foi um defeito ésseo de aproximadamente 0,5 cm de
didmetro, o que simulou uma técnica de ressec¢do em bloco. As hemimandibulas
direitas compuseram o grupo-teste, em que foi empregado o nitrogénio liquido em
duas aplicacdes de dez segundos cada, com intervalo de 2,5 minutos entre elas. As
hemimandibulas esquerdas compuseram o grupo-controle, em que foram
confeccionados os defeitos 6sseos, sem aplicacdo subseqliente da crioterapia.
Grupos de cinco animais foram submetidos a eutanasia nos periodos poés-
operatorios de dois, 15 e 60 dias. As variaveis histoldgicas investigadas foram:
necrose na margem o6ssea, tecido de granulacao, sequiestros 6sseos e tecido 6sseo
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neoformado. Segundo o autor, a aplicacdo de nitrogénio liquido induziu necrose nas
margens Osseas, mas nado interferiu na cronologia e nas caracteristicas
microscépicas do processo de regeneracao Ossea. Além disso, microssequestros
participam do processo de reparo, sem interferir na regeneragéo do tecido 6sseo. O
método empregado garante a previsdo da extensao da necrose do tecido 6sseo.

Scortegagna (2004) investigou o grau de reparo 6sseo em defeitos
cirurgicos produzidos em mandibula de coelhos submetidos a aplicagdo de
nitrogénio liquido e subseqlente insercdo de enxerto 6sseo autdégeno. Para isso,
foram empregados 15 coelhos, distribuidos em trés grupos de cinco animais, que
foram avaliados nos periodos de dois, 15 e 60 dias de pdés-operatério. Foram
realizados defeitos 6sseos na hemimandibula direita de cada animal, que foram
tratados com aplicacao de spray de nitrogénio liquido seguindo o protocolo de duas
aplicacbes de dez segundos, com um intervalo de 2,5 minutos. Apds a crioterapia, o
defeito serviu como leito receptor para o enxerto proveniente da hemimandibula
contralateral. Os defeitos 6sseos das hemimandibulas do lado esquerdo nao foram
submetidos a crioterapia, no entanto, receberam enxerto proveniente do lado direito
e constituiram o controle. Ao exame microscopico, foi observada area de necrose
Ossea significativamente maior nos periodos de dois a 15 dias de po6s-operatorio,
quando comparados com seus controles. Os dados obtidos permitiram concluir que
a crioterapia com nitrogénio liquido retarda, porém nao inviabiliza o processo de
integracdo enxerto-leito receptor, podendo ser empregada previamente a realizagao

dos enxertos.

2.2 NERVO PERIFERICO

2.2.1 Anatomia do Nervo Periférico

Os nervos periféricos sdo extensées do sistema nervoso central que
integram as fungdes sensitiva e motora das extremidades corpéreas. A unidade

funcional do nervo periférico € o neurbnio, constituido por um corpo celular,
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localizado na medula ou no ganglio espinhal e por sua extensao, a fibra nervosa.
Esta é formada pelo axénio e por seu envoltério de bainha conjuntiva, o endoneuro,
que é elastico, resistente e protege as fibras de traumas mecénicos. Existem
neurbnios envoltos por uma camada de mielina, produzida pelas células de
Schwann, e neurdnios nao-mielinizados. Os mielinizados exibem estreitamentos
denominados nédulos de Ranvier, sitios em que ocorrem as trocas ibnicas durante a

conducgao saltatéria do estimulo nervoso (FIGOLS, 2000).

O nervo periférico consiste em um feixe ou feixes de fibras nervosas. As
fibras motoras originam-se da coluna anterior da medula espinhal, e as sensitivas,
da coluna e do ganglio posterior. Varias fibras nervosas, de diferentes tamanhos,
agrupam-se para formar os fasciculos, e cada fasciculo é envolto por um tecido
conjuntivo denso e resistente que o protege de traumas e compressdes externas, o
perineuro. Circundando externamente o perineuro, encontra-se um tecido conjuntivo
formado por fibras colagenas e elasticas, também com funcao protetora, chamado
epineuro (KUMAR, 2008).

2.2.2 Classificacao das Lesoes do Nervo Periférico

A disfuncao dos nervos periféricos decorre de lesdo do axénio, das células
de Schwann ou da bainha de mielina. Tais les6es foram classificadas, primeiramente
por Seddon, em trés tipos: neurapraxia (tipo 1), axoniotmese (tipo Il) e neurotmese
(tipo Ill) (BURNETT; ZAGER, 2004).

A neurapraxia é a lesdo mais leve do tecido nervoso periférico, em que a
bainha de mielina é afetada, enquanto a estrutura do nervo, epineuro e axbénio,
permanece intacta. Ocorre bloqueio reversivel da condugdo nervosa com perda
funcional transitéria, sendo que esse tipo de lesdo pode ser provocado por trauma
contuso ou isquemia local do nervo. Ja a axoniotmese ocorre quando a continuidade
do axbnio é rompida, mas a bainha epineural continua intacta. Surge a degeneracao
Walleriana que causa perda de fungdo nervosa, mas a recuperagao pode ser de
bom progndstico, com tempo varidvel de acordo com o grau da lesdo. Esse tipo de
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lesdo pode ser provocado por um forte trauma fechado, esmagamento ou extrema
tracdo do nervo. A neurotmese corresponde a lesdo periférica mais grave. Envolve
perda completa de continuidade do nervo e da integridade do epineuro, bem como
perda de fungdo com progndstico ruim. Pode ser provocada por fraturas ésseas com
deslocamento, rompimento por projéteis de arma de fogo ou transeccao iatrogénica
(HUPP, 2005; MINAMOTO, 2007).

2.2.3 Reparo do Nervo Periférico

O nervo periférico é suscetivel aos mesmos tipos de trauma que afetam
outros tecidos: contusdo, compressdo, esmagamento, estiramento, avulsdo e
laceracdo. Assim, a interrupcdo da continuidade da estrutura do nervo por um
trauma resulta em parada de transmissao do impulso nervoso e desorganizacao de
sua atividade funcional (FIGOLS, 2000).

O reparo normal do nervo periférico tem duas fases: degeneracao e
regeneracdo. A degeneracdo classifica-se em desmielinizacdo segmentar e
degeneragdao Walleriana. Na primeira, ocorre dissolucdo da bainha de mielina em
segmentos isolados. Essa desmielinizagdo parcial causa diminuicdo da velocidade
de conducgéao e pode evitar a transmissao de alguns impulsos nervosos. Os sintomas
incluem parestesia, disestesia e hiperestesia. A desmielinizagcdo segmentar ocorre
apos lesdes de neurapraxia. Na degeneracao Walleriana, o axénio e a bainha de
mielina do nervo distal ao local do segmento nervoso interrompido desintegram-se
totalmente. Esse tipo de degeneracao bloqueia toda a conducéo entre o nervo distal
e o coto axonal proximal e ocorre apds lesées de axoniotmese e neurotmese (HUPP,
2005).

A regeneracao de um nervo periférico pode iniciar imediatamente apés a
lesdo. O coto do nervo proximal forma um grupo de novas fibras, denominadas cone
de crescimento, que crescem em direcado ao canal remanescente de células de
Schwann. O crescimento progride, em média, 0,5 mm por dia e continua até que o
coto distal seja alcangcado ou o crescimento bloqueado por fibras de tecido
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conjuntivo ou osso. Durante a regeneracdo, novas bainhas de mielina podem-se
formar, e o axbnio pode aumentar de didmetro. Ao serem gerados estimulos
funcionais, o0 paciente tera sensacbes alteradas com sintomas de parestesia ou
disestesia (HUPP, 2005; KUMAR, 2008).

2.3 METODOS DE AVALIAGAO DO REPARO DO NERVO PERIFERICO

A eletroneuromiografia e a histomorfometria sdo métodos consagrados de
avaliacao da recuperacao de nervos periféricos apos lesdes de natureza mecénica,
quimica ou térmica. Entretanto, bons resultados nesses dois métodos, ndo indicam,
necessariamente, o retorno da funcdo motora ou sensitiva (AL-BISHRI et al., 2005;
BOZKURT et al., 2008).

De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982) desenvolveram um método
quantitativo para avaliagdo funcional do nervo ciatico de ratos denominado indice
funcional ciatico, que se baseia nas medidas das pegadas dos animais. Esse
método foi posteriormente aprimorado (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 1989;
BOZKURT et al., 2008) e tem sido considerado o padrdao-ouro para avaliacdo da
recuperacao funcional apds lesdao do nervo ciatico (AL-BISHRI et al., 2005). A
principal limitacdo do método decorre do fato de que, muitas vezes, a impressao das
pegadas é dificultada por contraturas musculares, autotomias e borramento causado
pelo movimento desordenado da cauda do animal (DEFRIN; ZEITOUN; URCA, 1996;
KAUPPILA, 1998; MUNRO et al., 1998; WEBER et al., 1993). Segundo Varejao et al.
(2004), o indice funcional ciatico € o método mais confidvel para andlise da

recuperacao funcional, pois permite a integracdo entre os sistemas sensitivo e motor.
2.3.1 Analise Eletroneuromiografica
A andlise eletroneuromiogréafica baseia-se na interpretacdo da atividade

bioelétrica do musculo e do nervo em resposta a estimulagdo elétrica. A mesma

divide-se em duas etapas: (1) estudo da neuroconducado motora, que visa examinar
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a habilidade do nervo periférico de propagar os potenciais de acado; e (2)
eletromiografia, que compara a atividade elétrica das fibras musculoesqueléticas em
repouso e durante a ativacao voluntaria do masculo (ROBINSON; KELLOGG, 2001).

Martins et al. (2006) empregaram testes eletroneurofisiolégicos para
avaliar o reparo do nervo ciatico de ratos apds transeccdo e tratamento com trés
diferentes técnicas. Trinta ratos foram distribuidos em trés grupos de dez animais
conforme a técnica de tratamento aplicada. No grupo A os nervos seccionados foram
tratados com sutura, no B foi empregada cola de fibrina para auxiliar o reparo e no C,
uma combinacdo das duas técnicas. Amplitude, laténcia e velocidade de conducao
foram mensuradas antes e apdés 24 semanas da seccdo do nervo. Quando
consideradas a laténcia e a velocidade de condugdo, os animais do grupo B
exibiram resultados significativamente superiores aos do grupo A. Os animais do
grupo C apresentaram resultados eletroneurofisiolégicos superiores, porém sem
diferenca significativa quando comparados aos do grupo A. Os autores concluiram
que o reparo dos nervos com aplicacao da cola de fibrina exibiu melhor resultado do

que com a sutura.

Ozay et al. (2007) testaram, em ratos, o efeito da citicolina sobre o reparo
de células nervosas periféricas. Setenta animais tiveram seus nervos ciaticos
seccionados e suturados e foram distribuidos em dois grupos de 35 ratos. No
primeiro grupo, os nervos, antes do fechamento tecidual, receberam aplicacdo tdpica
de 0,4 mL de solugéo salina e constituiram o grupo-controle. No segundo grupo, foi
aplicada a mesma quantidade de citicolina. Os dois grupos foram avaliados, na
quarta e na décima segunda semanas de pés-operatério, por meio de
eletroneurofisiologia. Nao foi observada diferenca significativa entre ambos no
periodo pés-operatdrio de quatro semanas. Ja no periodo de observacdao mais longo
(12 semanas), a amplitude do grupo tratado com citocolina foi significativamente
maior que a do grupo tratado com solucdo salina. Os autores concluiram que a
citicolina melhora a regeneracdo de nervos periféricos lesados. Ressaltam, ainda,
gue outros estudos sdo necessarios para definir mecanismos de acédo e dose ideal
da citicolina para o tratamento de nervos periféricos lesados em modelo animal e em

humanos.
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Wu et al. (2008) avaliaram, por meio de estudo eletroneurofisiolégico, o
efeito da terapia com ondas de impacto em nervo ciatico de rato. Foram empregados
36 ratos distribuidos em cinco grupos: grupo |, sete ratos submetidos a acesso
cirrgico do ciatico e a ondas de impacto de intensidade alta; grupo Il, sete ratos
submetidos a acesso cirargico do ciatico e ondas de impacto de intensidade
moderada; grupo lll, sete ratos submetidos a acesso cirurgico do ciatico e a ondas
de impacto de intensidade leve; grupo IV (sham), 12 ratos submetidos somente a
acesso cirargico do nervo ciatico; grupo V, trés ratos sem acesso cirlrgico e sem
terapia de ondas de impacto. As variaveis eletroneurofisiolégicas avaliadas foram a
velocidade de conducédo e a amplitude do impulso nervoso mensuradas no dia 0,
antes e imediatamente ap6s a aplicacdo das ondas, € nos dias 1, 4, 7 e 14. A
velocidade de conducao e a amplitude diminuiram em todos os grupos em que as
ondas de choque foram aplicadas, sendo essa reducdo mais pronunciada (60% do
nivel basal) e persistente (até o dia 7) no grupo que recebeu ondas de intensidade
alta. Ja no grupo que recebeu ondas de intensidade baixa, os valores da velocidade
de conducado e amplitude retornaram ao nivel basal apés o dia 1. Os achados
sugerem que a intensidade das ondas de choque influencia o dano ao nervo
periférico e que 0 emprego dessa terapia implica baixo risco de complicacées em

longo prazo.

2.3.2 Analise Microscopica

Kerns et al. (1991) compararam, por meio de histomorfometria, a
regeneracdo do nervo ciatico de ratos apos lesbes de congelamento e
esmagamento. Os animais foram distribuidos conforme o tipo de lesdo, em dois
grupos de nove animais cada. As lesbes de esmagamento foram realizadas com
pinga de joalheiro, e as de congelamento, com sonda, ambas em dois ciclos de 30
segundos. Os nervos ciaticos contralaterais de ambos os grupos foram acessados
cirurgicamente sem serem lesados e constituiram o controle. As variaveis
histomorfométricas area transversal do nervo, numero de fibras mielinizadas,
didmetro das fibras mielinizadas e espessura da bainha de mielina foram
comparadas aos 70 dias de pés-operatério. A anadlise histomorfométrica indicou
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reducéao significativa da area transversal e do numero de fibras mielinizadas nos dois
grupos experimentais. O didmetro das fibras e a espessura da bainha de mielina ndo
retornaram ao normal em ambos 0s grupos e tiveram reducdo significativa no grupo
congelamento. Os autores concluiram que os dois tipos de lesdo exibiram padrao de
regeneracao semelhante.

Bridge et al. (1994) avaliaram a regeneragdo do tecido nervoso apos
diferentes lesdes de esmagamento. Cento e cinco ratos foram distribuidos em sete
grupos de 15 animais, de acordo com o tipo de lesdo: grupo |, lesées unicas de
esmagamento realizadas por pinca de joalheiro numero 5 aplicada durante 15
segundos; grupo |l, lesbes de esmagamento duplas (realizadas duas vezes)
induzidas por aplicacdo da pinca durante 15 segundos; grupo lll, mesma lesdo do
grupo | com tempo de aplicagdo da pinga de 30 segundos; grupo IV, mesma lesédo
do grupo Il com tempo de aplicacdo da pinga de 30 segundos; grupo V, mesma
lesdo dos grupos | e Il com tempo de aplicacdo da pinca de 60 segundos; grupo VI,
lesdo Unica de esmagamento realizada por uma pingca hemostatica com dente
aplicada durante 15 segundos; grupo VII, sham, sem lesdo do nervo. Foi realizada
analise histomorfométrica dos nervos lesados aos dois meses de pds-operatorio. A
diminui¢cdo do didmetro das fibras mielinizadas foi significativa nos grupos |, 11, I, IV,
V e VI quando comparados ao grupo VII. Os autores concluiram que as lesdes de
esmagamento induzidas nos seis grupos estudados sdo similares e oferecem um

modelo confidvel de lesdo do tipo axoniotmese.

De Medinaceli (1995) avaliou o reparo do nervo ciatico apos lesbes de
transeccdo e esmagamento. As lesdes de esmagamento foram feitas em 20 ratos
Wistar por meio de pressdao com pinga hemostatica durante 30 segundos. Ja as
transeccdes foram feitas em 13 animais com lamina de bisturi numero 15 e tratadas
com microssuturas. Os animais foram mortos apds trés meses para analise
histomorfométrica. As variaveis avaliadas foram: niumero de fibras mielinizadas por
area de nervo; diametro médio de cada fibra; espessura da bainha de mielina e area
de tecido conjuntivo. As variaveis tiveram resultados semelhantes nos dois tipos de
lesdo. Foi observada correlacdo negativa entre o numero de fibras e suas dimensoées
- quanto maior o numero, mais finas e menos mielinizadas eram as fibras. Nao foi

verificada correlagdo entre numero de fibras e area de tecido conjuntivo. Os autores
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afirmam que, sob o ponto de vista histomorfométrico, ndo ha diferenga entre os dois
grupos de lesbes e que a histomorfometria ndo é capaz de mensurar um importante
fator funcional da reparacdo do tecido nervoso que é a proporcdo de fibras
regeneradas que atingem o alvo periférico adequadamente.

Monte-Raso et al. (2005) investigaram a influéncia da aplicacao do ultra-
som terapéutico na regeneracado do nervo ciatico de ratos submetidos a lesdes de
esmagamento. Foram empregados 20 ratos Wistar distribuidos em dois grupos de
dez animais cada, sendo em um grupo aplicado ultra-som nos dez primeiros dias
subsequentes a lesdo de esmagamento. O nervo ciatico lesado (lado direito) de
cada animal foi dividido em trés segmentos de 5 mm, sendo um distal, um proximal e
um intermediario que incluia a lesdao de esmagamento. Os segmentos foram
submetidos a analise histomorfométrica, considerando-se como controle o nervo
ciatico do lado esquerdo. Na histomorfometria, foram mensurados o numero de
nucleos de células de Schwann, o nimero de fibras mielinizadas e a espessura da
bainha de mielina. A porg¢do proximal do ciatico exibiu, nos dois grupos, numero de
fibras mielinizadas e espessura da bainha de mielina normais. O segmento
intermediario (sitio da lesdo) teve fibras nervosas com menor didametro e menor
espessura da bainha de mielina em ambos os grupos. Ja na porcao distal do nervo,
houve predominancia de fibras nervosas com didmetro e espessura de mielina
menores e degeneragdo Walleriana, porém foram visualizadas algumas fibras de
maior didmetro com mielina mais espessa. Nessa por¢ao do nervo, principalmente
no grupo em que foi aplicado o ultra-som, foi observado, também, maior nimero de
nucleos de células de Schwann. Segundo os autores, os achados demonstram que
a porcao distal do nervo é mais adequada para esse tipo de analise, e a aplicacao
do ultra-som auxilia a regeneragdo neural. Entretanto, sdo necessarios novos

estudos que estabelecam a dosimetria ideal para humanos.

Luis et al. (2007) avaliaram, por meio de histomorfometria, a regeneragao
do nervo ciadtico de ratos apds lesdo de esmagamento. Foram empregados 12
animais, seis deles compuseram o grupo-controle, sem lesao; e outros seis, o grupo-
teste, em que foram induzidas les6es de esmagamento por meio de um clamp nao

serrilhado. Os animais foram mortos aos trés meses de pds-operatdrio, € 0 nimero
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de fibras mielinizadas, a area axonal, o didmetro da fibra e a espessura da bainha de
mielina foram avaliados. Os nervos lesados exibiram namero de fibras mielinizadas
significativamente maior do que o do grupo-controle, assim como didmetro das fibras
e espessura da bainha de mielina menores. Os autores afirmam que o emprego do
clamp é confiavel como modelo de lesdo por esmagamento, e o0 tempo de
observacéao ideal deveria ser estendido até trés meses de pds-operatdrio.

2.3.3 Analise da Marcha

Kerns et al. (1991) compararam, por meio da analise da marcha, a
recuperacao funcional do nervo ciatico de ratos ap6s lesbes de congelamento e
esmagamento. Os animais foram distribuidos, conforme o tipo de lesdo, em dois
grupos de nove animais cada. As lesdes de esmagamento foram realizadas com
pin¢a de joalheiro e as de congelamento, com sonda, ambas com duas aplica¢des
de 30 segundos. O nervo ciatico contralateral foi acessado cirurgicamente em ambos
0S grupos e, sem ser lesado, constituiu o controle. A andlise da marcha foi realizada
semanalmente até o periodo de 70 dias de pods-operatério. Os autores observaram
completa perda de funcédo nos grupos esmagamento e congelamento nos primeiros
15 dias Os valores da marcha de ambos os grupos foram semelhantes durante todos
os periodos avaliados, retornando a valores proximos aos do grupo-controle ao final
de 40 dias. Os autores concluiram que as lesbes de congelamento e esmagamento
exibem padrao de recuperacao funcional semelhante.

Lago Junior et al. (2005) avaliaram o reparo do nervo ciatico de ratos apos
transeccao e tratamento com diferentes técnicas. Apds transeccdo do ciatico, 30
ratos foram distribuidos em trés grupos de dez animais, conforme o tratamento
aplicado: grupo 1, uso de sutura; grupo 2, sutura e cola de fibrina; e grupo 3, cola de
fibrina. A avaliacao funcional foi realizada por meio da andlise da marcha na quarta,
décima segunda e décima sexta semanas pos-operatérias. Nesse teste, o animal era
colocado em um corredor de madeira com acesso a um ambiente escuro. Sobre o
corredor era colocada uma tira de papel, estando o rato a ser testado com suas

patas traseiras marcadas com tinta. Foram mensuradas nas tiras de papel as
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seguintes variaveis: comprimento, largura total e largura intermediaria das pegadas.
A seguir, as medidas foram inseridas na férmula de Bain, e o indice funcional ciatico,
calculado. A sutura epineural associada a cola de fibrina mostrou melhor resultado
que o emprego da sutura ou da cola de fibrina isoladamente no reparo da
transeccao aguda do nervo ciatico.

Monte-Raso, Barbieri e Mazzer (2006) investigaram a reprodutibilidade
interexaminadores do método da analise da marcha, medido por um software
desenvolvido para este fim. Foram empregados 20 ratos, cujo nervo ciatico foi
esmagado com uma pinga mosquito, € as impressées das pegadas dos animais
foram obtidas na fase pré-operatoria e, apds a cirurgia, semanalmente até a oitava
semana, em uma pista de marcha. As impressdes foram digitalizadas, armazenadas
e avaliadas por quatro examinadores, que mensuraram comprimento, largura e
largura intermedidria das pegadas. Os valores obtidos foram submetidos a analise
estatistica que mostrou forte correlacdo entre os examinadores na avaliacao pré-
operatéria e nas terceira, quarta, quinta, sexta, sétima e oitava semanas. Na primeira
e na segunda semanas, o indice de correlacao foi préximo de zero, mostrando a
pouca reprodutibilidade do método nesse periodo. Os autores concluiram que o
método da andlise da marcha em ratos é plenamente reprodutivel e confiavel
quando aplicado a partir da segunda semana da inducao da lesdo de esmagamento

do nervo.

Silva et al. (2006) investigaram o efeito das células-tronco da medula
ossea (CTM) e do plasma rico em plaquetas (PRP) na regeneracao do nervo ciatico
de ratos. Um defeito de 10 mm foi realizado no nervo ciatico de 48 ratos e
reconstruido com diferentes materiais. No grupo 1 (grupo-controle), foi empregado
um tubo de silicone vazio para unir as margens do nervo; no 2, o tubo foi
preenchido com células tronco da medula éssea; no 3, com plasma rico em
plaquetas; no 4, com CTM e PRP; e no 5, foi aplicado um auto-enxerto, ou seja, o
préprio fragmento de nervo removido foi suturado. O indice funcional ciatico foi
obtido para cada animal ap6s dez semanas do procedimento cirdrgico. A analise
quantitativa dos indices sugeriu melhor recuperacdo funcional no grupo CTM,
seguido pelos grupos PRP e CTM+PRP, os quais tiveram resultados semelhantes. O
grupo-controle apresentou resultados inferiores aos dos demais grupos. Os autores
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concluiram que o uso de células-tronco da medula 6ssea de ratos, associado a
técnica de tubulizacdo, promove boa recuperacado da funcdo motora em lesdes de
resseccao de nervo periférico. O mecanismo exato responsavel por esse efeito nao
€ completamente compreendido, sendo necessarias pesquisas adicionais para
elucidacao do fato.

Santos e André (2007) investigaram a recuperacao funcional de ratos
submetidos a lesdo de esmagamento do nervo ciatico produzida por compressao
com pingca hemostatica durante 30 segundos e aplicacao de estimulo elétrico. Trinta
ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de dez animais (G1, G2, G3),
cada um com cinco animais no grupo experimental e cinco no grupo-controle. Os
trés grupos diferiam somente pelo periodo em que foram submetidos ao estimulo
elétrico sobre a regido operada: o G1, do primeiro ao sétimo dia; o G2, do oitavo ao
décimo quarto; e 0 G3, do décimo quinto ao vigésimo primeiro dia apds a lesédo de
esmagamento. Os animais do grupo-controle foram submetidos a todos os
procedimentos empregados no grupo experimental, entretanto, o aparelho de
estimulacao elétrica encontrava-se desligado. A analise funcional foi realizada por
meio da analise da marcha que mensurou comprimento, largura e largura
intermediaria das pegadas. Para obtencdo desses valores, os animais foram
colocados sobre uma pista, estimulados a caminhar e filmados durante a caminhada.
As filmagens foram realizadas 24 horas, sete, 14 e 21 dias apds a lesao neural. A
estimulacao elétrica prejudicou a regenerag¢ao do nervo ciatico dos animais tratados
durante a segunda e a terceira semanas apés a lesdo. Ja& nos ratos tratados na
primeira semana, a evolugao funcional foi semelhante a do grupo-controle. Os
autores concluiram que os efeitos do estimulo elétrico sobre a regeneracao neural
dependem do momento da sua aplicacdo. Quando aplicado tardiamente (apds sete
dias), o estimulo foi prejudicial a regeneracao do nervo ciatico, mas, quando aplicado
precocemente (24 h apo6s a lesdo), embora nao tivesse provocado efeitos negativos,
a evolucao nao foi diferente da demonstrada pelos animais do grupo-controle.

llha et al. (2008) avaliaram os efeitos de dois testes fisicos na recuperagéo
da funcdo motora do nervo ciatico de ratos. Trinta e sete ratos foram distribuidos,
aleatoriamente, em cinco grupos: (grupo 1, controle) oito ratos sem lesdo do nervo

ciatico e sem realizagdo de exercicio fisico; (grupo 2) sete ratos com lesdo de
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esmagamento do ciatico sem atividade fisica; (grupo 3) sete ratos com lesédo de
esmagamento e treinamento aerdbico de corrida; (grupo 4) sete ratos com lesdo de
esmagamento e exercicios repetidos de forca muscular (escalada); e (grupo 5) oito
ratos com lesdo de esmagamento e associacdo de treinamento aerdbico e
exercicios de for¢ga muscular. Os dois testes fisicos foram realizados uma vez ao dia,
do décimo quarto dia até a quinta semana pés-operatéria. A recuperacao funcional
do nervo foi avaliada por meio da analise da marcha. Esta foi realizada na semana
do término dos testes fisicos e na segunda, terceira, quarta e quinta semanas pos-
testes. Os melhores resultados da marcha dos animais que sofreram lesdo de
esmagamento do ciatico foram encontrados no grupo que recebeu treinamento
aerdbico apos a lesdo traumatica. Os autores concluiram que o treinamento aerébico
melhora a recuperagao funcional apdés uma lesao traumatica de nervo periférico. Por
outro lado, exercicios de forca muscular, isoladamente ou combinados com exercicio

aerdbico, podem atrasar a recuperacgao funcional do nervo periférico.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar a regeneracado do nervo ciatico de ratos apds crioterapia com
nitrogénio liquido.

3.2 ESPECIFICOS

a) Analisar, por meio de eletroneurofisiologia e histomorfometria as
caracteristicas morfofuncionais do nervo ciatico de ratos submetidos a
crioterapia com nitrogénio liquido;

b) Avaliar, por meio da andlise da marcha, o desempenho motor de ratos
submetidos a crioterapia do nervo ciatico com nitrogénio liquido;

c) Classificar a lesao do nervo ciatico de ratos, apds a aplicacao direta da
crioterapia com nitrogénio liquido, em neurapraxia, axoniotmese ou

neurotmese.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi desenvolvida de acordo com os principios éticos
de experimentacdo animal postulados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (GOLDIM, 1995), bem como com as normas para a pratica
didatico-cientifica da vivisseccao de animais previstas no capitulo XIX, arts. 94-99,
das Normas de Pesquisa em Saude da PUCRS e do Conselho Nacional de Saude-
Resolugao n° 1, de 13 de junho de 1988, e em observancia a Lei 6638 de 08 de
maio de 1979. O protocolo da pesquisa foi submetido a apreciacéo e aprovado pela
Comissdo Cientifica e de FEtica da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (Anexo A) e pelo Comité de Etica para o
Uso de Animais da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (Anexo B).

4.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

O presente estudo enquadra-se no paradigma tradicional quantitativo e
classifica-se como um estudo quase-experimental (CAMPBELL; STANLEY, 1979),

que apresenta o seguinte desenho:

AXnlO¢. . O3
ACIeOy ... O3
ACOy ... O3
A- Animal

C- Controle

X- Grupo Experimental
O- Observacao
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nl- crioterapia com nitrogénio liquido

le- lesdo de esmagamento

4.3 HIPOTESE

A crioterapia com spray de nitrogénio liquido aplicada diretamente sobre o

tecido nervoso periférico causa alteragdes reversiveis.

4.4 CARACTERIZAGCAO DA AMOSTRA

A amostra da presente pesquisa foi composta por 54 ratos, da espécie
Ratthus norvegicus, ordem Rodentia, da linhagem Wistar, machos, adultos jovens,
clinicamente sadios com peso variando de 250 g a 346 g (peso médio de 272 g) e
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Pelotas, RS. Os animais
foram mantidos em caixas plasticas de tamanho apropriado para sua criacdo (60 cm
de comprimento por 50 cm de largura por 22 cm de altura com no maximo cinco
ratos por caixa), dispostas em estante ventilada', com temperatura controlada (23°C)
e ciclo claro-escuro de 12 h (luzes acesas as 7 h; luzes apagadas as 19 h). Racao e
agua foram oferecidas ad libitum, e a limpeza das caixas foi realizada trés vezes por
semana, por pessoal treinado em bioterismo. Os animais foram mantidos no Biotério

do Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) do Hospital Sado Lucas da PUCRS.

A amostra foi distribuida, aleatoriamente, em nove grupos de seis animais,
€ 0s grupos, classificados conforme o tipo de lesdo ao nervo periférico e tempo
decorrido para realizagao das analises e eutanasia (Quadro 1):

' Alesco, Monte Mor, SP, Brasil
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a) Grupo-controle, sham, 15 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico sem indugéo de lesdo no nervo ciatico, que foram mortos aos
15 dias de pds-operatorio;

b) Grupo esmagamento, 15 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico e lesao de esmagamento do nervo ciatico, que foram mortos
aos 15 dias de pds-operatorio;

c) Grupo crioterapia, 15 dias: seis animais submetidos a acesso cirargico
e lesdo do nervo ciatico por congelamento com nitrogénio liquido, que
foram mortos aos 15 dias de p6s-operatorio;

d) Grupo-controle, sham, 30 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico sem que fosse realizada lesdo no nervo ciatico, que foram
mortos aos 30 dias de p6s-operatério;

e) Grupo esmagamento 30 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico e lesao de esmagamento do nervo ciatico, que foram mortos
aos 30 dias de pds-operatorio;

f) Grupo crioterapia, 30 dias: seis animais submetidos a acesso cirurgico
e lesdo do nervo ciatico por congelamento com nitrogénio liquido, que
foram mortos aos 30 dias de p6s-operatorio;

g) Grupo-controle, sham, 70 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico sem que fosse induzida lesdo do nervo ciatico, mortos aos 70
dias de pds-operatorio;

h) Grupo esmagamento, 70 dias: seis animais submetidos a acesso
cirurgico e lesao de esmagamento do nervo ciatico, que foram mortos
aos 70 dias de pds-operatorio;

i) Grupo crioterapia, 70 dias: seis animais submetidos a acesso cirargico
e lesdo do nervo ciatico por congelamento com nitrogénio liquido, que

foram mortos aos 70 dias de p6s-operatério.

Os animais, em cada grupo, foram identificados com numeros de 1 a 6
registrados na cauda. O grupo esmagamento foi empregado como controle-positivo.
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Tempo de morte dos Grupo-controle Grupo Grupo crioterapia
animais esmagamento
15 dias 6 animais 6 animais 6 animais
30 dias 6 animais 6 animais 6 animais
70 dias 6 animais 6 animais 6 animais

Quadro 1 - Distribuicdo da amostra nos diferentes grupos

4.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos da amostra os animais que exibiram complicacdes pés-

operatérias como infeccdo, necrose ou autotomia das patas operadas.

4.6 PROCEDIMENTOS

4.6.1 Manipulacao do Nervo Ciatico

4.6.1.1 Acesso Cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratério de
Sinalizacdo Celular do Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS, empregando-se instrumental padronizado e esterilizado em autoclave.

Apbds pesagem, os animais foram anestesiados por meio de injecao
intraperitoneal de solucdo composta por quetamina 5% na dosagem de 90 mg/kg e
xilazina 2%> na dosagem de 15 mg/kg. Cada animal foi identificado, e o membro inferior

direito preparado para o procedimento, respeitando-se a rotina cirdrgica que incluiu

% Dopalen®, Divisdo Vetbrands Satde Animal, Jacarei, SP, Brasil
8 Anasedan®), Divisdo Vetbrands Saude Animal, Jacarei, SP, Brasil
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tricotomia com maquina de tosa elétrica’ e aplicagdo de solugéo anti-séptica de PVPI° .
O animal foi posicionado em decubito ventral, e o nervo cidtico abordado por inciséo
cutanea lateral retilinea com 3 cm de comprimento realizada com |amina de bisturi® n°
15 montada em cabo n° 3 tipo Bard Parker (Figura 1). A incisdo estendia-se do
tubérculo maior do fémur até o céndilo femoral lateral, seguida de dissec¢édo romba com
tesoura Metzembaum entre os musculos isquiotibiais e gliteo maior (Figura 2),
deixando-se o0 nervo exposto desde a sua emergéncia até a bifurcagao distal (Figura 3).
Para facilitar a manipulagéo, o nervo foi lacado com um fio de nylon n°5-0” (Figura 3), e
os tecidos foram afastados com afastadores tipo Senn-Mueller.

Figura 1 - Incisdo cutanea

Figura 2 - Dissecgdo entre os musculos isquiotibiais
e glateo maior

4 Aparador Elétrico de Barba e Bigode. Panasonic, Manaus, AM, Brasil
® Povidine®, MERCK AS, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

® BD Lamina®, Curitiba, PR, Brasil

" Mononylon®, S&o josé dos Campos, SP, Brasil
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Figura 3 - Nervo exposto até sua bifurcagdo distal,
manipulado com o fio de nylon

4.6.1.2 Isolamento da Area

O passo seguinte consistiu na colocagdo de um dispositivo de isopor entre
0 nervo ciatico e a musculatura dissecada (Figura 4) com a finalidade de isolar a
area de atuacao da crioterapia. Esse dispositivo foi mantido em posicao durante 2
min e 50 s, 0 que correspondia ao tempo total de aplicacao do nitrogénio liquido.

Figura 4 - Dispositivo de isopor posicionado entre o nervo
ciatico e a musculatura dissecada
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4.6.1.3 Padronizacao do Sitio de Manipulacéo

O sitio de manipulagdo do nervo ciatico foi padronizado em todos os
animais a 1 cm proximal da bifurcacdo do nervo, nos ramos tibial e peronial (Figura
5). Nos grupos experimentais, o nervo ciatico foi submetido a crioterapia ou a leséo
mecanica por esmagamento. Os grupos-controle (sham) foram submetidos ao
acesso cirurgico e ao isolamento da area, sem, no entanto, ser induzida qualquer

lesdao do nervo ciatico.

Figura 5 - Padronizagdo do sitio de manipulagdo do
nervo ciatico

4.6.1.4 Crioterapia

Para aplicacdo do nitrogénio liquido, empregou-se o criocautério B-700°
com capacidade para armazenar 500 mL de nitrogénio liquido (Figura 6A). O
aparelho dispée de pontas do tipo borrifadoras e do tipo sondas fechadas,
adaptaveis e cambiaveis, que podem ser selecionadas conforme o volume de
nitrogénio que se deseja aplicar. Para o procedimento em questao foi empregado o
extensor reto, modelo 106, com a ponta borrifadora (Figura 6B). O nitrogénio liquido

® CRY-AC® BRYMILL, Ellington, Connecticut, USA
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armazenado em cilindros proprios foi transferido para o criocautério

aproximadamente 1 h antes do procedimento.

A crioterapia com spray de nitrogénio liquido consistiu em duas aplicagdes
de 10 s com intervalo de 2,5 min entre elas (Figura 7). O procedimento
proporcionava a formacao de uma bola de gelo sobre o nervo (Figura 8). Alguns
cuidados foram tomados com o intuito de minimizarem-se danos teciduais adicionais
que pudessem comprometer os resultados do experimento. Ao lado da ponta
borrifadora do spray foi fixado um cilindro de PVC para que a distancia de aplicagao
do nitrogénio fosse padronizada (Figura 9). No momento da aplicacao do spray, 0s
tecidos adjacentes foram protegidos com gaze (Figura 7) que, assim como o
dispositivo de isopor, sé foi removida apés o descongelamento do nervo.

Figura 6 - (A) Criocautério CRY-AC- 3. (B) Extensor
reto modelo 106

Figura 7 - Aplicacdo do nitrogénio liquido
protegendo-se o0s tecidos adjacentes com
compressa de gaze
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Figura 8 - Formagéao da bola de gelo sobre o nervo apés a
aplicacéo do nitrogénio liquido

Figura 9 - Fixacéo do cilindro de PVC para padronizagao da
distancia de aplicagao do nitrogénio liquido

4.6.1.5 Esmagamento

Nos grupos esmagamento, o nervo ciatico foi submetido a compressao
com pinca de Halsted curva® calibrada (Anexo C). A pinca foi fechada até o segundo
dente da cremalheira em duas aplicagcdes de 10 s com intervalo de 2,5 min entre
elas (Figura 10). A compressao gerava diminuicdo transitéria do calibre do nervo

ciatico (Figura 11).

° Quinelato®, Rio Claro, SP, Brasil
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Figura 10 - Compressao do nervo ciatico com pin¢a de
Halsted curva

Figura 11 - Diminuig&o do calibre do nervo ciatico apds
a compressao pela pinca

4.6.1.6 Sutura

A sutura foi realizada por planos (Figura 12), com fio de nylon 4-0,
montado em agulha atraumatica semicircular de 1,5 cm de comprimento e sec¢ao
triangular '°. Para auxiliar a preensdo dos tecidos, foi utilizada uma pinga tipo
Adson'". A ferida cirtrgica foi lavada com solugéo anti-séptica de PVPI, e os animais

colocados em caixas individuais nas quais foram mantidos durante os cinco

' Mononylon®, Sao josé dos Campos, SP, Brasil
" Quinelato®, Rio Claro, SP, Brasil
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primeiros dias pos-operatérios. Os animais receberam, durante esse periodo,
paracetamol, solucdo oral gotas — 200 mg/mL,'® na dosagem de 7 gotas em cada 40
mL de agua.

Figura 12 - Sutura com fio de nylon 4-0

4.6.2 Analise da Marcha

A fungdo do nervo cidtico dos ratos foi avaliada por meio da analise da
marcha (DE MEDINACELI; FREED; WYATT, 1982), que se baseia na andlise
quantitativa das pegadas impressas de cada animal. Nesse teste, o animal foi
colocado em um corredor de madeira de 43 cm de comprimento por 9 cm de largura
e 7 cm de altura, com uma casinhola escura no final, que lhe servia de abrigo. Sobre
o corredor foi colocada uma tira de papel- sulfite tamanho A3' de igual largura e
comprimento (Figura 13). O rato a ser testado teve suas patas traseiras pintadas
com tinta Nanquim preta profissional’*. A seguir, o animal foi solto no inicio do
corredor, por onde caminhava em direcao ao ambiente escuro, deixando impressas
as marcas de suas patas traseiras (Figura 14). Para avaliacdo dos resultados, foi
utilizada uma marca de cada pata traseira (Figura 15).

"2 Tylenol®, Janssen Cilag, Sao Paulo, SP, Brasil
'® Ripax®, Limeira, Sdo Paulo, SP, Brasil
' Trident®, Itapui, Sdo Paulo, Brasil
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Os ratos foram primeiramente treinados no corredor com duas ou trés
passagens, 0 que proporcionou sua adaptacdo e exploracdo do local. O teste foi
realizado aos 15, 30 e 70 dias de pds-operatério. Por meio de paquimetro digital,’
foram mensuradas, nas folhas de papel, as seguintes medidas de cada pata: (1)
largura intermediaria dos dedos (intermediate toes spread-1TS); (2) largura total dos
dedos (toe spread-TS); (3) comprimento da pegada (print length-PL) (Figura 16A e
16B). A seguir, os dados foram lancados em uma planilha confeccionada no
programa Excel para Windows'®, e o indice funcional ciatico (SFI) foi calculado pela

formula mateméatica de Bain, Mackinnin e Hunter (1989):

SFI= - 38,3 (EPL-NPL)+ 109,5 (ETS-NTS)+ 13,3 (EITS-NITS) - 8,8
NPL NTS NTS

As medidas representadas pela letra E na férmula referem-se a pata
experimental, e pela letra N, a pata normal, ndo operada. Na interpretacdo dos
resultados, os valores de SFl entre +10 e -10 s&o considerados normais (auséncia
de lesdo), e valores proximos a -100 indicam perda completa da fungcédo neural. A
analise da marcha foi realizada pelo préprio pesquisador de forma cegada, isto €,

sem ter conhecimento sobre a que grupo os ratos avaliados pertenciam.

Figura 13 — Andlise da marcha: animal no corredor de
madeira

> Mitutoyo®, Suzano, Sao Paulo, Brasil
'® Microsoft Corporation,, Washington, Columbia, USA



Figura 14 - Analise da marcha: marcas das patas
traseiras

Figura 15 — Marcas das patas (direita e esquerda)
empregadas na analise da marcha

ITS

Figura 16 - (A) e (B) Medidas aplicadas na analise da marcha
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4.6.3 Analise Eletroneuromiografica

Apos a andlise da marcha, os animais foram submetidos a analise
eletroneuromiografica. Essa compreendeu duas etapas: (1) estudo da
neurocondugdo motora e (2) eletromiografia. As analises foram feitas por meio de
eletroneuromiografo’” nas dependéncias da Unidade de Neurofisiologia Clinica do
Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Os animais foram contidos manualmente para a realizacdo das duas
etapas. Na avaliacao da neuroconducao motora, um estimulo elétrico de 0,2 ms e 30
mA foi aplicado na regido proximal do nervo ciatico, e registrado o potencial de agao
da musculatura plantar da pata traseira do animal. Para isso, foram empregados um
estimulador bipolar posicionado perpendicularmente ao longo eixo do nervo ciatico
(regidao femoral) e dois eletrodos de superficie para registro, fixados com fita adesiva,
um na face dorsal e outro na face ventral da pata traseira de cada animal. Um
eletrodo de superficie fixado na cauda atuou como eletrodo-terra (Figura 17). Foram
mensuradas as variaveis amplitude e laténcia do potencial de acdo dos lados direito
(manipulado) e esquerdo (n&o manipulado). A mensuracdo do membro nao

manipulado visava a obtencao do valor de referéncia normal de cada animal.

Na eletromiografia, o eletrodo-terra foi mantido na cauda, e um eletrodo de
agulha concéntrica foi inserido no musculo gastrocnémio (Figura 18). A
eletromiografia foi realizada somente no membro direito (manipulado) dos animais e

permitiu a avaliagado do recrutamento, da desnervacao e da reinervacao.

A analise eletroneuromiografica foi realizada por um observador padréo-
ouro que classificou e quantificou as variaveis. O observador ndo tinha

conhecimento sobre a que grupo os ratos examinados pertenciam.

"7 Medelec Synergy®, Sao Francisco, Califérnia, Brasil
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Figura 17 - Eletroneuromiografia: etapa da neuroconducao
motora. Eletrodos (4)e estimulador bipolar (4 )posicionados

Figura 18 - Eletroneuromiografia: etapa da eletromiografia.
Eletrodo (4)e agulha concéntrica (4 )posicionados

4.6.4 Obtencao dos Espécimes e Eutanasia dos Animais

Apés as analises da marcha e eletroneurofisioldégica nos diferentes tempos
de observagdo, os animais foram pesados e anestesiados com solugédo de
quetamina 5% (90 mg/kg) e xilazina 2% (15 mg/kg) aplicada por via intraperitoneal.
O nervo ciatico direito de cada animal foi dissecado, e um segmento de 4 cm, a partir
de sua bifurcacdo em direcdo a extremidade proximal, foi removido. Apds, 0s
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animais foram mortos com aplicagdo intraperitoneal de tiopental sédico'® na dose
de120 mg/kg.

4.6.5 Processamento dos Espécimes

Apos removido, o segmento de nervo medindo 4 cm foi disposto em uma
placa de Petry e, com o auxilio de uma lamina de barbear, '°foi novamente
seccionado em um segmento menor, com 1,0 cm, que compreendia a area de
aplicacao da crioterapia. Apés, os segmentos foram fixados durante 24 h em solucao
de Karnovsky modificada, composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 0,5% e
tampao cacodilato de sédio em pH 7,2, a 0,1 M. Apds a fixacdo, iniciou-se o
processamento histolégico, que foi realizado no laboratério de Microscopia
Eletrénica da Universidade Luterana do Brasil (Canoas, Rio Grande do Sul). Os
espécimes foram submetidos a trés lavagens com cacodilato de sédio 0,05 M, com
duracao de 10 min cada e pos-fixacdo com tetroxido de ésmio 1% (OsO4) durante 2
h. Logo apéds, o material foi desidratado com acetona seguindo a série crescente de
concentragdes: 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. Apdbs a desidratacdo, foi incluido em
resina araldite, considerando-se como superficie de corte a regido situada,
distalmente, a 0,5 cm da area submetida a crioterapia, e polimerizado a temperatura
de 60°C.

A seguir, foram obtidos cortes transversais semifinos de 1um em
ultramicrétomo?. Os cortes foram corados com azul de toluidina a 1% em solucédo
aquosa de bérax 1% e analisados em microscépio?' ético. As laminas foram
codificadas de modo que o observador nédo tivesse conhecimento do grupo a que as

mesmas pertenciam.

' Tiopentax® Itapira, Sao Paulo, Brasil
9Gillette®, Manaus, Amazonas, Brasil

2 RMC MT 6000-XL®, Tucson, Arizona, USA

2" Imager A1-Zeiss®, Thornwood, New York, USA
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4.6.6 Captura das Imagens Microscopicas e Analise Histomorfométrica

As imagens histolégicas foram capturadas por uma camera de video®?
acoplada ao microscopio e a um computador®, nas objetivas de 5 X e 100 X e
transferidas ao software Image Pro Plus, versdo 4.1%*. A anélise histomorfométrica
foi realizada pelo pesquisador, apds calibracdo com observador padrao-ouro. As
laminas foram codificadas de modo que o pesquisador nao tivesse conhecimento
sobre 0 grupo a que pertenciam. As etapas foram realizadas no Laboratério de

Biologia Celular e Tecidual da Faculdade de Biociéncias da PUCRS.

4.6.6.1 Area Total do Nervo

Para célculo da area total do nervo, foram empregados cinco cortes,
sendo a imagem de cada corte capturada na objetiva de 5 X. Para a estimativa da
area total da seccao do nervo, foi empregado o método estereolégico de contagem
de pontos. Neste, era sobreposta, nas imagens das seccdes nervosas, uma grade
de pontos (cruzes) equidistantes, cuja area/ponto correspondia a 0,01126 mm?. As
cruzes delimitavam quatro quadrantes (superior direito e esquerdo, inferior direito e
esquerdo), elegendo-se o quadrante superior direito como referencial de contagem.
Se este quadrante atingisse a imagem da seccéo do nervo, este ponto era contado.
O somatério dos pontos contados multiplicado pela area/ponto resulta na area total
do nervo, que pode ser apreciada pela férmula, A=>p. a/p, em que A=area total do
nervo; Y p= somatério dos pontos; a/p= area/ponto (Figura 19).

22 pxiocam- Zeiss®, Chester, Virginia, USA
2 Compagq, Pentium 4, sistema operacional Microsft Windows XP Professional, versao 2002
2% Media Cybernetics, Bethesda, Maryland, USA
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4.6.6.2 Quantificacdo das Fibras Mielinizadas

As imagens foram capturadas na objetiva de 100 X, a partir de um corte
histologico em cada lamina. Em cada corte, foi selecionado, aleatoriamente, um
campo para analise (o primeiro a entrar no foco do microscopio). Uma vez capturada
a imagem, cinco areas com 192 um? foram selecionadas de forma padronizada
(quatro nas margens e uma no centro) (Figura 20). Em cada area foram contadas as
fioras mielinizadas, e sua densidade, calculada (n° de fibras/area). A partir da area
total de cada nervo e da densidade de fibras, foi calculado o nimero total de fibras
mielinizadas, de acordo com a férmula densidade de fibras mielinizadas = n° de
fibras/area total do nervo.

4.6.6.3 Espessura da Bainha de Mielina, Area e Diametro Axonais

Para mensuracdo da espessura da bainha de mielina, uma area
quadrangular medindo 195 um? foi selecionada na porcdo central da imagem, e dez
fibras contempladas pela mesma foram avaliadas (Figura 21). Nas fibras
selecionadas foi mensurada a espessura da bainha de mielina, em angulo reto e
direcado vertical, por meio de ferramenta especifica devidamente calibrada (Image
Pro Plus 4.1). A éarea axonal, por sua vez, foi obtida por meio da técnica da
contagem de pontos, previamente descrita, com area ponto de 4 um?. O niimero de
pontos no interior de cada axénio foi calculado em dez fibras delimitadas pela
mesma area quadrangular citada anteriormente (Figura 22). Para facilitar a
mensuracao dessas variaveis, foi aplicado o zoom ético (50%) do programa (Figuras
23 e 24). O didametro axonal foi obtido a partir da area axonal, aplicando-se a férmula

area do circulo= 1 X r2.
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Figura 21 - Mensuracao da espessura da bainha de mielina: foram avaliadas dez fibras
por lamina
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4.7 CLASSIFICACAO DAS VARIAVEIS E ANALISE ESTATISTICA

As variaveis indice funcional ciatico (SFIl), amplitude e laténcia do
potencial de acao do nervo ciatico, densidade de fibras mielinizadas, numero total de
fibras mielinizadas, didmetro do axénio e espessura da bainha de mielina foram
classificadas como variaveis quantitativas. Desnervacdo e recrutamento foram
classificadas como qualitativas ordinais, e a variavel reinervagao, como qualitativa

nominal, sendo estas categorizadas conforme disposto no quadro 2.

A andlise estatistica comparou os resultados obtidos entre os grupos
controle, esmagamento e crioterapia nos diferentes tempos avaliados. Os dados
foram analisados por meio de estatistica descritiva e dos testes Kruskal-Wallis
(complementado por seu Teste de Comparacées Multiplas) e Anova one-way
(complementado pelo Teste de Tukey), considerando-se o nivel de significancia de
5%. O teste Anova one-way, seguido do teste de Tukey, foi aplicado na comparacéo
das variaveis quantitativas que tiveram distribuicdo normal, e o teste de Kruskal-
Wallis, para as que néo tiveram distribuicdo normal. O processamento foi realizado
por meio do software SPSS versdo 10.0%.

As variaveis desnervacao, recrutamento e reinervacao destinaram-se a

interpretagéo da eletromiografia e foram submetidas a analise descritiva.

% Statistical Package for Social Science, Chicago, USA



Desnervacao Recrutamento Reinervacao
Categoria Simbolo Categoria Simbolo Categoria Simbolo
Ausente A Ausente A Ausente A
Fraca + Pobre 1l Fraca +
Moderada ++ Intermediario iy Moderada ++
Forte +++ Rico 1 Forte +++
Intensa ++++ - -

Quadro 2 — Classificacdo das variaveis desnervacao, recrutamento e reinervagao
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA MARCHA

A tabela 1 e a figura 25 exibem os resultados da analise da marcha para
0s grupos avaliados. Por meio do teste de Kruskal-Wallis, complementado por seu
Teste de Comparacdes Mudltiplas, verificou-se diferenca significativa do indice
funcional ciatico entre os grupos aos 15 e 30 dias. Aos 15 dias, os trés grupos,
crioterapia, esmagamento e controle, diferiram entre si (P=0,002), sendo que o
grupo crioterapia exibiu os menores valores, seguido do grupo esmagamento e do
controle. Aos 30 dias, os grupos crioterapia e esmagamento tiveram valores
significativamente inferiores aos do controle (P=0,038). Ja aos 70 dias, nao foi
verificada diferenca significativa entre os trés grupos avaliados (P=0,593).

Tabela 1 - indice funcional ciatico (SF1) nos grupos controle, esmagamento e crioterapia aos 15, 30 e
70 dias. Porto Alegre, 2009

indice Funcional Ciatico (SFI)

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias
M DP RM M DP RM M DP RM
Controle -12,07 7,82 15,334 -8,39 8,77 14,00* | -711 19,90 10,67

Esmagamento 4585 1517  883% | -2200 1066 7.83° | -1475 11,04 7383

Crioterapia 66,42 1549  433° | 2291 635 667° | -11,21 3,30 8,40

P 0,002 0,038 0,593

*Kruskal-Wallis, Teste de Comparacdes Multiplas (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao; RM= rank médio
Ranks seguidos de letras distintas diferem significativamente
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Figura 25 - indice funcional ciatico (SFI) nos grupos controle, esmagamento e crioterapia
aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

5.2 ANALISE ELETRONEUROMIOGRAFICA

5.2.1 Neuroconducao

5.2.1.1 Amplitude do Potencial de A¢ao do Nervo Ciatico

A tabela 2 e a figura 26 exibem os valores da amplitude do potencial de
acao do nervo ciatico nos grupos controle, esmagamento e crioterapia. Por meio do
teste de Kruskal-Wallis, complementado por seu Teste de Comparacdes Multiplas,
foi verificada diferenca significativa dessa variavel aos 15 e 30 dias, sendo que os
grupos esmagamento e crioterapia nao diferiram entre si, mas ambos tiveram
valores significativamente inferiores aos do grupo-controle (P=0,001). Aos 70 dias,
nao houve diferenga significativa dessa variavel entre os trés grupos avaliados
(P=0,209).
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Tabela 2 - Amplitude do potencial de agdo do nervo cidtico nos grupos controle, esmagamento e
crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Amplitude do potencial de acao

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias

M DP RM M DP RM M DP RM
Controle 6,02 201 1550" 8,12 269 1550* | 458 1,10 12,33
Esmagamento 0,20 028  8,00° 025 036 800° | 383 019 9,25
Crioterapia 0,00 0,00  5,00° 000 000 500%® | 350 1,27 6,92
P 0,001 0,001 0,209

*Kruskal-Wallis, Teste de Comparagdes Multiplas (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao; RM= rank médio

Ranks seguidos de letras distintas diferem significativamente
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Figura 26 - Amplitude do potencial de agdo do nervo ciatico nos grupos controle, esmagamento e
crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009
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5.2.1.2 Laténcia do Potencial de Ac¢do do Nervo Ciatico

A tabela 3 e a figura 27 exibem os valores obtidos para laténcia do
potencial de acdo do nervo ciatico. Por meio do teste de Kruskal-Wallis,
complementado por seu Teste de Comparagdes Multiplas, foi verificada diferenca
significativa para essa variavel, entre os trés grupos avaliados, aos 70 dias
(P=0,001), sendo que o controle exibiu os menores valores, seguido do grupo

esmagamento e do grupo crioterapia, que exibiu 0s maiores.

Tabela 3 - Laténcia do potencial de acdo do nervo ciatico nos grupos controle, esmagamento e
crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Laténcia do potencial de agao

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias
M DP RM M DP RM M DP RM
Controle 2,16 0,48 13,50 1,98 0,21 14,17 1,83 051 3,83%

Esmagamento 3,11 1,21 10,00 1,95 1,07 8,83 2,82 0,31 9,50°

Crioterapia - - - - - - 354 046 15,17°

P 0,125 0,472 0,001

*Kruskal-Wallis, Teste de Comparagdes Multiplas (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao; RM= rank médio
Ranks seguidos de letras distintas diferem significativamente
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Figura 27 - Laténcia do potencial de agdo do nervo ciatico nos grupos controle,
esmagamento e crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009
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5.2.2 Eletromiografia - Analise Descritiva

A tabela 4 exibe os resultados da analise eletromiografica. Aos 15 dias, o
grupo-controle teve sinais de lesdo discreta, com recrutamento, desnervagédo e
reinervacao fracas. O grupo esmagamento, neste periodo, exibiu sinais de lesao
intensa, com desnervacgao forte, recrutamento pobre e reinervagao fraca. Ja o grupo
crioterapia, teve sinais de lesao total aguda, com desnervacgao intensa e auséncia de
reinervacdo e de recrutamento motor. Os achados dos grupos esmagamento e
crioterapia, nesse periodo, indicam lesdo axonal definitiva ou bloqueio de condugéo

temporario.

Aos 30 dias, o grupo-controle nao exibiu qualquer alteracéo
eletromiogréafica. O grupo esmagamento teve sinais de lesdo aguda intensa, com
sinais de reinervacao e desnervacgao fracas e recrutamento rico. O grupo crioterapia
teve sinais de lesdo aguda intensa, com sinais de reinervagao forte, desnervacao
moderada e recrutamento pobre. Os achados dos grupos esmagamento e
crioterapia, nesse periodo, também indicam lesdo axonal definitiva ou bloqueio de

conducao temporario.

Aos 70 dias, o grupo-controle exibiu reinervacao forte, desnervacao fraca
e recrutamento rico, o que indica baixa perda axonal do nervo. O grupo
esmagamento teve sinais de lesdo desmielinizante parcial moderada, com
reinervacao fraca, desnervacado ausente e recrutamento rico. No grupo crioterapia,
foram observados sinais de lesao parcial de predominio axonal com desmielinizacao
moderada a intensa, bem como reinervacdo forte, desnervacdo ausente e

recrutamento intermediario.
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Tabela 4 — Resultados da analise eletromiografica nos grupos controle, esmagamento e crioterapia

aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Controle Esmagamento

Tempo (dias)

Tempo (dias)

Crioterapia

Tempo (dias)

Variaveis

15 30 70 15 30 70 15 30 70
Recrutamento 2 \2 \2 L \2 \2 A L L
Desnervagao + A + +++ + ++++ ++ A
Reinervagéo + A +++ + + + A +++ -
A=ausente;

+= fraca; ++= moderada; +++= forte; ++++= intensa;
d= rico; L= intermediario; {\l= pobre

5.3 ANALISE MICROSCOPICA

5.3.1 Quantificacao das Fibras Mielinizadas

5.3.1.1 Densidade de Fibras Mielinizadas

A tabela 5 e a figura 28 exibem os resultados obtidos para densidade de

fibras mielinizadas (numero de fibras/area). Por meio do teste ANOVA one-way

complementado pelo teste de Tukey, verificou-se diferenca significativa dessa

variavel entre os grupos nos tempos 30 e 70 dias, sendo que, em ambos, 0 grupo

crioterapia teve valores significativamente superiores aos dos grupos controle e

esmagamento (P<0,001).
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Tabela 5 - Densidade de fibras mielinizadas (numero/mmz) nos grupos controle, esmagamento e
crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Densidade de fibras mielinizadas (nL’Jmero/mmz)

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias

M DP M DP M DP
Controle 12326 784 118064 4303 107644 2345
Esmagamento 10417 3294 125004 4370 119794 2696
Crioterapia 9259 2740 201398 3402 18750° 1976
P 0,350 0,001 0,001

*ANOVA one-way, Teste de Tukey (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao
Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente
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Figura 28 - Densidade de fibras mielinizadas (nimero/mm? nos grupos controle,
esmagamento e crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009
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5.3.1.2 NUumero Total de Fibras Mielinizadas

A tabela 6 e a figura 29 exibem os valores do numero total de fibras
mielinizadas. Houve diferenca significativa para essa variavel entre os grupos aos 30
dias, sendo que o grupo crioterapia teve valores significativamente superiores aos
dos grupos controle e esmagamento (ANOVA one-way, Tukey, a=0,05). Nos demais

periodos avaliados, ndo houve diferenga significativa entre os grupos (P>0,05).

Tabela 6 - Numero total de fibras mielinizadas nos grupos controle, esmagamento e crioterapia aos
15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Nudmero total de fibras mielinizadas

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias

M DP M DP M DP
Controle 4447 622 4350 A 1704 3146 1885
Esmagamento 4349 1075 54724 2489 4529 1280
Crioterapia 5726 1757 9885 °® 2285 6207 936
P 0,350 0,001 0,450

*ANOVA one-way, Teste de Tukey (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao
Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente
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Figura 29 - Numero total de fibras mielinizadas nos grupos controle, esmagamento e
crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009
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5.3.2 Diametro Axonal

Na tabela 7 e na figura 30, sdo exibidos os valores do diametro axonal
obtidos para os grupos avaliados. Aos 15 dias, houve diferenca significativa dessa
variavel entre o grupo-controle e os grupos crioterapia e esmagamento (P=0,001),
sem haver, entretanto, diferenca entre estes dois. Aos 30 dias, 0 grupo crioterapia
teve valores significativamente inferiores aos dos grupos controle e esmagamento
(P=0,01) sem que estes ultimos diferissem entre si (P>0,05). Aos 70 dias, os valores
do grupo-controle diferiram significativamente dos verificados para o0s grupos
crioterapia e esmagamento (P=0,05), enquanto estes dois nao diferiram

significativamente entre si (ANOVA one-way, Tukey, a=0,05).

Tabela 7 - Didmetro axonal (um) nos grupos controle, esmagamento e crioterapia aos 15, 30 e 70
dias. Porto Alegre, 2009

Diametro axonal (um)

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias

M DP M DP M DP
Controle 3,844 0,69 3,50 0,49 4,754 0,53
Esmagamento 1,748 0,31 2,904 0,84 3,65° 0,47
Crioterapia 2,118 0,33 2,258 0,10 3,198 0,37
P 0,001 0,01 0,05

*ANOVA one-way, Teste de Tukey (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao
Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente
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Diametro Axonal (um)

Figura 30 - Diametro axonal (um) nos grupos controle, esmagamento e crioterapia
aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

5.3.3 Espessura da Bainha de Mielina

Na tabela 8 e na figura 31, sdo apresentados os valores obtidos para
espessura da bainha de mielina nos grupos avaliados. Aos 15, 30 e 70 dias, os
grupos crioterapia e esmagamento exibiram valores significativamente inferiores aos
do grupo-controle (P<0,001), mas nao diferiram significativamente entre si (ANOVA

one-way, Tukey, a=0,05).

Tabela 8 - Espessura da bainha de mielina (um) nos grupos controle, esmagamento e crioterapia aos
15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009

Espessura da bainha de mielina (um)

Grupo 15 dias 30 dias 70 dias

M DP M DP M DP
Controle 1,624 0,20 1,434 0,09 1,654 0,17
Esmagamento 0,578 0,06 0,88 B 0,28 1,158 0,11
Crioterapia 0,46 B 0,05 0,68° 0,07 0,938 0,10
P* 0,001 0,001 0,001

*ANOVA one-way, Teste de Tukey (a=0,05)
M= média; DP= desvio-padrao
Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente
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Figura 31 - Espessura da bainha de mielina (um) nos grupos controle,
esmagamento e crioterapia aos 15, 30 e 70 dias. Porto Alegre, 2009
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6 DISCUSSAO

Os resultados da andlise da marcha indicaram significativo déficit funcional
nos grupos esmagamento e crioterapia aos 15 dias. Aos 30 dias, ja foi observada
melhora da marcha em ambos, mas a perda funcional ainda se mostrou significativa.
No tempo de 70 dias, ndo foi mais observada diferencga significativa entre os grupos
controle, esmagamento e crioterapia. A perda funcional observada reflete diminuicéo
ou auséncia das terminacdes nervosas que inervam a musculatura envolvida
(KANAYA; FIRRELL; BREIDENBACH, 1996). Tal achado corrobora os resultados de
outras pesquisas (HARE et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2001; VAREJAO et al., 2004),
segundo as quais a recuperacao funcional de lesdes de esmagamento so inicia a
partir do trigésimo dia ap6s as lesdes. No entanto, outros autores relatam completa
recuperacao durante a terceira e a quarta semanas (ILHA et al., 2008; KERNS et al.,
1991; SANTOS; ANDRE, 2007). A variacdo do tempo de recuperacdo funcional
entre as diferentes pesquisas pode estar associada a falta de padronizagdo do
método, especialmente da for¢a aplicada nas lesées de esmagamento.

Ao comparar-se a andlise da marcha entre os grupos esmagamento e
crioterapia, observou-se, aos 15 dias, indice funcional ciatico significativamente
menor neste ultimo. Aos 30 e 70 dias, os dois grupos ja apresentavam valores
proximos, sem diferenca significativa. Esses dados demonstram que a lesdo de
congelamento é, sob o ponto de vista funcional, mais grave nos primeiros 15 dias, e
que as lesdes de esmagamento e congelamento tém recuperacao funcional

semelhante no periodo de 30 dias, fato ja relatado por Kerns et al. (1991).

No presente estudo, um animal do grupo crioterapia foi excluido da analise
da marcha por ter sofrido autotomia de dois dedos da pata do membro operado. O
achado é citado por alguns autores (DEFRIN; ZEITOUN; URCA, 1996; KAUPPILA,
1998) que associam tal comportamento a dor neuropatica decorrente de lesdes de
maior magnitude em nervos periféricos, como as neurotmeses apds transec¢ao do
nervo. Ja autores como Deleo et al. (1994) e Wagner et al. (1995) observaram esse
comportamento em ratos submetidos a crioneurdlise, cujo protocolo emprega tempo

de congelamento (duas aplicacdes de 30 segundos) superior ao do presente estudo.
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Segundo Beazley, Bagley e Ketcham (1974) e Myers, Heckman e Poewll (1996), a
leséo resultante do congelamento interrompe a integridade axonal, o que bloqueia a
transmissao da dor. Entretanto, outros autores sao contrarios ao emprego da técnica,
alegando que a crioterapia do tecido nervoso periférico pode ocasionar nevralgias
importantes (CONACHER; LOCKE; HILTON, 1986; ORR; KEENAN; DUNDEE,
1981). Assim, nao fica descartada a possibilidade de a crioterapia determinar, em
alguns pacientes, alteracbes neurossensoriais como hiperestesia, alodinia e
nevralgia durante o periodo pds-operatoério.

Maiores valores de amplitude significam maior numero de axdnios
funcionais, o que representa, de forma indireta, o numero de fibras nervosas motoras
regeneradas (OZAY et al., 2007). Na presente pesquisa, os valores da amplitude
foram préximos de zero no grupo esmagamento aos 15 e aos 30 dias, e nulos para o
grupo crioterapia. Aos 70 dias, esses valores nao tiveram diferenca significativa
entre os trés grupos. Kerns et al. (1991) também avaliaram lesées de congelamento
e esmagamento e obtiveram valores de amplitude semelhantes aos da presente
pesquisa nos primeiros 15 dias. No entanto, os autores verificaram valores proximos
aos do grupo-controle ja no periodo de 30 dias. Essa diferenca pode ser resultado
da inducéo de lesbes de menor intensidade por parte daqueles autores que, para a
lesdo de esmagamento, empregaram uma pinc¢a de joalheiro e, para o congelamento,
o método indireto por meio de sonda. Neste, a temperatura do nitrogénio liquido, ao
atingir o sitio de aplicacdo, é maior do que no método de spray (SANTOS, 2002).
Wolthers et al. (2005) empregaram a mesma técnica de mensuragcao
eletroneurofisioldgica, bem como instrumental e tempo de aplicagdo similares aos do
presente estudo na lesdo de esmagamento. Os autores avaliaram a amplitude do
potencial de acdo do nervo ciatico dos ratos submetidos a lesdo nos periodos pos-
operatérios de 100 e 150 dias. Os valores de amplitude indicaram recuperacao

parcial (85%) aos 100 dias e retorno aos valores normais aos 150 dias.

No presente estudo, a mensuracédo da laténcia nao foi possivel no grupo
crioterapia aos 15 e 30 dias, 0 que sugere valores muito elevados para essa variavel
e, por conseguinte, importante déficit funcional do nervo envolvido. A mensuracao
tornou-se possivel aos 70 dias, momento em que foram observados valores

significativamente superiores aos dos grupos controle e esmagamento. Tal achado
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corrobora o estudo de Wolthers et al. (2005) em que houve aumento da laténcia
apos lesdes de esmagamento com até 150 dias de pds-operatério.

Os grupos esmagamento e crioterapia apresentaram numero total de
fibras mielinizadas maior do que o do grupo-controle aos 30 e 70 dias. Isso se deve
ao fato de que cada axénio lesado pode emitir, durante o processo regenerativo, de
dois a trés prolongamentos axonais que avancam em direcdo ao musculo para
restabelecer a conexdo e a funcdo (OLIVEIRA et al., 2008; TAKEDA et al., 2008). A
diferenca foi mais acentuada aos 30 dias, periodo em que o0 grupo crioterapia teve
namero total de fibras mielinizadas significativamente superior ao dos grupos
esmagamento e controle. No periodo de 70 dias, o numero de fibras mielinizadas
dos grupos crioterapia e esmagamento ja se mostrava inferior ao dos 30 dias. Tal
achado esta de acordo com o relato de Gorio et al. (1983) de que, em lesbes de
axoniotmese do nervo ciatico de ratos, o numero de fibras permanece elevado até o
vigésimo sexto dia pds-operatério, momento em que inicia o processo de eliminagcao

sindptica, com diminuicao das fibras no segmento distal a lesao.

A densidade de fibras mielinizadas expressa o numero destas por area de
nervo. Na presente pesquisa, essa variavel teve resultados semelhantes aos obtidos
para numero total de fibras mielinizadas. Aos 15 dias, ambas as variaveis nao
diferiram significativamente entre os trés grupos, embora o grupo crioterapia tivesse
exibido menores valores de densidade, seguido pelo grupo esmagamento. Este
achado € compativel com a presenca de maior numero de vasos sanguineos e de
edema intersticial determinados pelas lesées, o que gera aumento da area de
seccgdo transversa do nervo e conseqlente interpretagdao de que o que aconteceu,
de fato, foi a distribuicdo de um numero similar de fibras em uma area maior
(MONTE-RASO et al., 2005).

A maturacdo das fibras axonais regeneradas pode ser analisada, ao
exame microscopico, por meio do diametro axonal e da espessura da bainha de
mielina (BURNETT; ZAGER, 2004). Parece haver consenso de que a diminui¢cdo do
calibre do ax6nio no nervo lesado é acompanhada da diminui¢cdo da espessura da
bainha de mielina (CARMIGNOTO et al., 1983; FRAHER; DOCKERY, 1998; GORIO

et al., 1983). Esse fato também foi observado neste estudo, sendo a espessura da
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bainha de mielina dos grupos esmagamento e crioterapia significativamente menor
que a do grupo-controle em todos os tempos avaliados. O diametro axonal
comportou-se da mesma forma, embora ndo tenha diferido significativamente entre
0S grupos esmagamento e controle no periodo de 30 dias. Os grupos esmagamento
e crioterapia exibiram aumento do didmetro axonal e da espessura da bainha de
mielina com o passar do tempo; porém esses nao alcancaram os valores
apresentados pelos grupos-controle, o que evidencia maturagdo incompleta do
nervo durante o processo de regeneracao nesses dois grupos. Talvez, os valores se
apresentassem normais, se as variaveis fossem analisadas em um periodo de
tempo maior. No entanto, Verdu et al. (2000) demonstraram que, mesmo em
periodos de avaliacdo mais longos, o diametro axonal e a espessura da bainha de
mielina ndo alcangaram valores normais apds lesbées de esmagamento. Segundo
esses autores, alteracbes dimensionais discretas dessas variaveis histolégicas nao

implicariam alteragbes funcionais.

Embora na maioria das vezes sem significancia estatistica, em todas as
variaveis estudadas, com excec¢ao da analise da marcha, foi observada, aos 70 dias,
maior perda morfofuncional no grupo crioterapia. Tal fato poderia indicar lesao neural
de maior gravidade nesse grupo quando comparado ao grupo esmagamento. A
maior intensidade da lesdo estaria associada a acado simultdnea de dois agentes
fisicos lesivos: a baixa temperatura, que proporcionaria lesdo isquémica local do
nervo, e o trauma contuso gerado pela pressao da aplicacao do spray de nitrogénio.
Outro fator associado € a maior extensdo de tecido neural atingido nas lesées de

congelamento (area da bola de gelo), fato também observado por Kerns et al. (1991).

Entretanto, sob o ponto de vista estatistico, os grupos crioterapia e
esmagamento tiveram resultados semelhantes. Considerando-se que a lesdo de
esmagamento €, classicamente, uma lesdo de axoniotmese, pode-se inferir que esta
também seja a classificagdo para o grupo crioterapia. E, sendo a axoniotmese
reversivel, pode-se deduzir que a lesdo de congelamento seja reversivel. O método
de classificacdo empregado na presente pesquisa, portanto, teve por parametro a
lesdo de esmagamento. O termo axoniotmese, por sua vez, refere-se a interrupgao
da continuidade do axénio com a manutencado da bainha epineural intacta (HUPP,
2005; MINAMOTO, 2007), caracteristica que, para ser visualizada, requer analise de
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microscopia eletrénica de varredura. Essa técnica poderia evidenciar, ainda, a
degeneracdao Walleriana, caracteristica histologica inerente a esse tipo de lesédo de
nervo periférico (KUMAR, 2008).

Os resultados permitem afirmar que a lesdo de nervo periférico
induzida pela aplicacdo de spray de nitrogénio liquido diretamente sobre a estrutura
neural ndo esta confinada a bainha de mielina, o que discorda de Schmidt e Pogrel
(2004), que a classificam como neurapraxia. Uma possivel explicacdo para tal
discordancia é o fato de que esses autores conduziram pesquisas clinicas em que a
avaliacdo dos pacientes foi realizada por meio de testes e questionarios de
alteracées neurossensoriais, cuja subjetividade pode ser considerada um viés
importante. Cabe ressaltar ainda que, no referido estudo, os pacientes foram
avaliados em tempos pds-operatorios distintos, e o critério definidor de aplicacdo da
crioterapia sobre o nervo foi a distdncia de 0 mm entre este e a leséo, verificada a
radiografia panoramica pré-operatéria. Tal método ndo assegura que a aplicagao
tenha ocorrido sobre o nervo, ja que a padronizacao da espessura de 0sso sobre 0
nervo alveolar inferior nao é possivel na radiografia panoramica e s6 seria garantida
por meio de tomografias computadorizadas ou pelo diagnéstico in vivo trans-
operatério da exposicao dessa estrutura. Schmidt e Pogrel, além de classificarem a
lesdo decorrente da crioterapia como neurapraxia, também afirmam que seu tempo
médio de regeneragdo, em pacientes, seja de 90 dias. Entretanto, os resultados do
presente estudo indicam que a lesédo caracteriza-se como axoniotmese, situacdo em
que, segundo Ferreira (1999), o prazo de 90 dias é insuficiente para a completa

recuperacao neurossensorial.

Varios animais tém sido empregados em pesquisas que avaliam a
regeneracao de nervos periféricos. O rato permanece como modelo experimental de
escolha para varios neurocientistas por ser considerado uma alternativa menos
onerosa, de facil manipulacado e cujo comportamento biolégico assemelha-se ao de
outros mamiferos (AL-BISHRI et al., 2005; BOZKURT et al., 2008; DIJKSTRA et al.,
2000; IOHOM et al., 2005; KOKA; HADLOCK, 2001; MONTE-RASO et al., 2008;
VAREJAO et al., 2001, 2003; WACHTER et al., 2002; WOLTHERS et al., 2005). O
nervo ciatico do rato exibe caracteristicas celulares e capacidade regenerativa
semelhantes as dos primatas, sendo amplamente aplicado na avaliagdo da funcao
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sensitiva e motora de nervos periféricos apds lesdes traumaticas e técnicas de
reparo cirdrgico (AL-BISHRI et al., 2005; VAREJAO et al., 2001).

O congelamento percutdneo de nervos periféricos (crioneurdlise) para
obtencéo de analgesia prolongada tem sido aplicado no pés-operatério de pacientes
oncoldgicos, em toracotomias e em dores neuropaticas (DELEO et al., 1994). Todas
as técnicas relatadas na literatura para esse fim usam o sistema fechado de
aplicacao do nitrogénio liquido, por meio de sonda (BEAZLEY; BAGLEY; KETCHAM,
1974; MYERS; HECKAMN; POWELL, 1996). O presente estudo foi pioneiro no
emprego da técnica aberta de aplicacao do nitrogénio liquido (spray) como tentativa
de reproduzir, em modelo animal, a lesdo neural periférica decorrente do uso do
nitrogénio liquido como terapia complementar ao tratamento cirdrgico de lesdes

osseas.

Ha divergéncia sobre os protocolos crioterapicos, sobretudo no que diz
respeito ao numero de ciclos de congelamento e ao tempo de aplicacdo do agente
criogénico no tecido 6sseo. Diferentes protocolos sdo apresentados na literatura
(CURI; DIB; PINTO, 1997; POPKEN et al.,, 2003; SCHMIDT; POGREL, 2001;
SCORTEGAGNA, 2004; SILVA, 2003). Neste estudo, foi adotado o protocolo de
duas aplicacdes de dez segundos cada, com intervalo de 2,5 minutos, ja empregado
por Silva (2003) e por Scortegagna (2004). Segundo os autores, esse protocolo foi
eficaz em promover necrose de 0,5 mm das margens oOsseas, o que reforca a
indicacao da crioterapia como recurso complementar no tratamento cirargico de

lesdes maxilares localmente invasivas.

A lesdo de esmagamento € um modelo experimental consagrado em
estudos de regeneracdo de nervo periférico (BRIDGE et al., 1994; DE
MEDINACELLI, 1996; ILHA et al., 2008; KERNS et al., 1991; LUIS et al., 2007;
MAZZER et al., 2006; MONTE-RASO et al., 2005), sendo que diferentes métodos e
tempos de aplicagdo podem ser empregados para induzi-la. O pingamento do nervo
ciatico do rato com pinga hemostatica durante 20 segundos é efetivo em fornecer um
modelo de axoniotmese (BRIDGE et al., 1994). Considerando-se o acima exposto e
com o objetivo de padronizar o tempo de aplicacdo dos mecanismos indutores de

lesdo neural nos grupos esmagamento e crioterapia, uma pinca hemostatica curva
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foi utilizada, com o mesmo tempo de aplicagédo do nitrogénio liquido, para induzir a

lesdo de esmagamento, que constituiu o controle-positivo da pesquisa.

A maioria das pesquisas sobre regeneracdo do nervo ciatico em ratos
submetidos a lesGes de axoniotmese utiliza periodo de avaliagdo poés-operatoria
entre quatro e oito semanas. Apos esse periodo de oito semanas, a recuperacao
funcional ja estaria completa (GUDEMEZ et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2001). Com
base nesses estudos e considerando-se que a lesdo de congelamento seria do tipo
neurapraxia, que € menos grave (SCHMIDT; POGREL, 2004), optou-se, na presente
pesquisa, por periodos de observacao de 15, 30 e 70 dias.

O presente estudo sugere que o emprego da crioterapia com nitrogénio
liguido como terapia complementar de lesdes localmente agressivas do complexo
maxilomandibular requer cautela. O dano causado pela crioterapia ao tecido nervoso
parece ser mais grave do que aquele apontado por estudos clinicos. A orientacao
pos-operatéria do paciente, portanto, deve considerar prazos de recuperacao
neurossensorial superiores aos previstos na literatura. Novos estudos clinicos,
respaldados por metodologia padronizada e confiavel, sdo necessarios para
precisar-se 0 tempo demandado na recuperacdao neurossensorial de tais lesdes.
Dispositivos confeccionados com material isolante térmico para protecao trans-
operatéria do nervo devem ser desenvolvidos. Tais dispositivos seriam uma
alternativa vidvel para minimizar-se o dano ao tecido nervoso. Ainda, no caso de
eventuais lesdes irreversiveis, o emprego de células-tronco poderia viabilizar
mecanismos aceleradores da recuperacao funcional. Por outro lado, ao considerar-
se a relacao risco/beneficio, a crioterapia associada a enucleacao cirdrgica de
lesbes Osseas extensas parece estar bem indicada. O procedimento viabiliza
cirurgias menos mutiladoras, enquanto o dano sobre a estrutura nervosa tem

comportamento reversivel.
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7 CONCLUSOES

Os resultados da presente pesquisa permitem estabelecer as seguintes

conclusodes:

a) O dano causado pela aplicagdo direta da crioterapia com spray de
nitrogénio liquido sobre o nervo ciatico de ratos caracteriza uma lesao
de axoniotmese.

b) A crioterapia com spray de nitrogénio liquido aplicada diretamente
sobre o nervo periférico causa alteracoes neurais reversiveis.

c) A lesdo de congelamento exibe evolucdo do processo regenerativo

semelhante a observada para a lesdo de esmagamento.
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ANEXO A

2 Comissdo Cientifica e de Etica
<. Faculdade da Odontologia da PUCRS

Porto Alegre 03 de dezembro de 2007
O Projeto de: Tese
Protocolado sob n°: 0086/07
Intitulado: Atividade neurossensorial do nervo ciatico de ratos apos

crioterapia com nitrogénio liquido. Analises
eletroneurofisioldgica, microscopica e funcional da marcha

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Karen Cherubini

Pesquisadores Associados: Frederico Sauressig; Jaderson Costa da Costa e Jefferson
Braga Silva

Nivel: Doutorado

Fol aprovado pela Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS
em 30 de novembro de 2007.
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% Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
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Tu Presidente da Comlss\éo Cientifica e de Etica da
S Faculdade de Odontologia da PUCRS
Av. Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax: (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx. Postal: 1429 e-mail: odontologia-pedpucrs.br

90619-900
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ANEXO B
o Poatifica Uiriversidade Catdilice do Rio Grande dio Salf ; A‘Z
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO = %
FLXCRS COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS o
Oficio 029/08-CEUA Porto Alegre, 07 de maio de 2008.

Senhor(a) Pesquisador(a):

O Comité de Etica para o Uso de Animais apreciou
e aprovou em 13 de marco de 2008 seu protocolo de pesquisa, registro CEUA
08/00008, intitulado: “Atividade neurossensorial do nervo ciatico de ratos
apos crioterapia com nitrogénio liquido. Analises eletroneurofisiolégica,

microscépica e funcional da marcha”.

Relatérios do andamento do projeto devem ser
entregues a este Comité.

Atenciosamente,

o e
a. Dra. Anamaria Feijg/‘
RDENADORA DO CEUA-PUCRS

limo(a) Sr(a)
Prof Dr. Karen Cherubini
N/Universidade

Av. Ipiranga, 6690 — 3%andar sala 314- CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br
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ANEXO C

CENTRO TECNOLOGICO DE MECANICA DE PRECISAO - SENAI
LABORATORIO INDUSTRIAL CETEMP - LABORATORIO DE ENSAIOS FiSICO-MECANICOS

REGISTRO DE MEDICAO ENSAIO DE COMPRESSAQ

DADOS DO OBJETO ENSAIADO DEMAIS INFORMAGOES
Objeto ensaiado: fbivalcahato Cliente: Frederico Saueressig PSE51015 20/06/2008
Endereco Rua Cabral, 1390 - Apto 301
N® de mangueira Um (01) Cidade: Porto Alegre - RS
Formato: Nota fiscal: 258/08 |paadane | 27/08/2008
Rastreabilidade
Eabricants tubo Maguina de Ensaios, marca Pantec, modelo Versat 500, com certificado de calibracao
RBC nimero 1412/2008 emitido pelo CETEMP, valido até 03/2009. Paguimetro
Ffb”cémfer':”'”a'_s universal marca Tesa nimero 31-1680, com certificado de calibraggo RBC nimero
N* fabricagao / lote 4691/2007 emitido pelo CETEMP, valido até 11/2008. Termo-higrémetro marca Minipa
com cerfificado de calibragio RBC T2202 emitido pelo PUC/LABELO, valido até
Velocidade de ensaio: 5 mm/minuto
Temperatura ambiente:  |20,0¢C Procedimento de ensaio: DSQCS 012-3 de setembro de 2007 revisao 3
Umidade relativa do ar:  |63% Norma de referdneia:
Relatorio : 52380-1/2008 Observador: Laercio Rigodanzo
Data do ensaio: 08/092008 Signatario autcrizado: Laercio Rigodanzo
Data de emissao: 29/092008
Identificacao . Bitola | Fm estalo 2|Fm estalo 3| Incerteza de
cP i Material L
(mm) (N) (N) Medicao (N)
1/2 Nervo 1 16,7 30,8 0.8
2/2 Nervo 2 17,2 3

Fotos do ensaio:
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Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Direitos humanos
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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