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Resumo

Introducdo: H& grande variedade de lesbes que acometem nervos periféricos,
derivadas de doencas adquiridas ou degenerativas congénitas que afetam a parte
central do sistema nervoso e que ocasionam perda de funcdes sensoriomotoras.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi perfazer estudo experimental estereoldgico
axonal pés-neurorrafias término-lateral ou latero-lateral para comparar densidade
de volume de axénios, de endouneuro e de bainha de mielina (bem como massa
muscular) em nervos fibular e tibial, com anastomose de contato entre 0,25cm e
0,50 cm. Material e Método: Apés aprovacao do comité de ética, foram utilizados
20 ratos machos da ragca Wistar divididos em 04 grupos de 05 ratos cada, para
realizacdo de anastomose entre nervos fibular e tibial (G1=Neurorrafia término-
lateral; G2=Neurorrafia latero-lateral de 0,25cm; G3= Neurorrafia latero-lateral de
0,50cm e G4= Controle de normalidade). Ap6s 180 dias, fragmentos de nervos
foram fixados em formaldeido a 10%, incluidos em parafina e corados com
Tricobmico de Masson para estudo estereolégico pelo programa Image Pro Plus
versao 6.0, com grade de Weibel para determinacdo dos niumeros absolutos e da
densidade de volume de axbnios, endoneuro e bainha de mielina e aplicacdo do
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Também o mdusculo tibial cranial foi
removido e pesado em balanca de precisdo. Resultados: Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, mas sim de todos os 03 grupos de
estudo (G1, G2 e G3) em relacdo ao grupo controle (G4). Conclusdes: Em estudo
experimental estereolégico comparativo entre neurorrafias, a densidade de volume

de axodnios, endoneuro e bainha de mielina de nervos tibial e fibular do mesmo
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modo que a massa muscular pos-cirdrgica se mantém equitativa em neurorrafias
término-lateral e latero-lateral, independentemente da area de anastomose de
contato. Pode-se inferir, como opc¢Ges de reparo cirargico, tanto a neurorrafia
término-lateral que recupera e previne a atrofia de placa motora quanto a

neurorrafia latero-lateral que independe da distancia entre 0s cotos nervosos.

Palavras-chave: 1. Anatomia; 2. Estereologia; 3. Nervo periférico; 4. Neurorrafia.
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Abstract

There are many varieties of lesions of the peripheral nerves derived from acquired
or congenital degenerate diseases which can affect the central nervous system
and can cause loss of sensory and motor functions. The aim of this work was to
make an experimental stereological study of the axons after end-to-side
neurorrhaphies and after side-to-side neurorrhaphies to compare the axon,
endoneural and myelin sheath volume densities (as well as the muscle mass) in
the fibular and tibial nerves with contact anastomosis between 0.25cm and 0.50
cm. After approval by the Ethics Committee, twenty male Wistar rats were divided
into four distinct groups of five rats each for the anastomosis between the tibial and
fibular nerves (Gl= end-to-side neurorrhaphy; G2= 0.25cm side-to-side
neurorrhaphy; G3= 0.50cm side-to-side neurorrhaphy and G4= control group of
normality and denervation). After 180 days, nervous fragments were fixed in 10%
formaldehyde included in paraffin and stained with Masson's trichrome tecnique for
the stereological study by the software Image Pro Plus ® version 6.0 with the
adoption of Weibel stereological grid to set the axon, endoneural and myelin
sheath volume densities. The Mann-Whitney (U Test) was applied for the statistical
analysis. Also tibial cranial muscles were removed and then weighed in a precision
scale. There was no statistically significant difference between the groups, but
there were significant differences comparing the 3 groups (G1, G2 e G3) to the
control group (G4). The axon, enduneral and myelin sheath volume densities of
tibial and fibular nerves as well as the muscle mass during postoperative period

keep egalitarian for both end-to-side and side-to-side neurorrhaphies of
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anastomosis area of contact in experimental stereological study comparing
neurorrhaphies. Therefore, both end-to-side neurorrhaphies (which recover and
prevent the motor atrophy) and side-to-side | neurorrhaphies which is independent

on the gap of the nerve stumps are recommended as surgical treatment options.

Key-words: 1.Anatomy; 2. Stereological; 3. Peripheral nerve; 4. Neurorrhaphy.
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INTRODUCAO

Ha uma grande variedade de lesbes que acometem 0s nervos periféricos.
Muitas sdo derivadas de doencas adquiridas ou sdo degenerativas congénitas, e
afetam parte central do sistema nervoso e pode também produzir sintomas
periféricos.!) Dentre as lesdes, o trauma é relativamente comum sendo que, ao
ponto de transeccdo completa, ha grande possibilidade de perda das funcbes
motoras e sensitivas.® Buscar restituir as funcdes nervosas sensitivo-motoras, um
dos métodos estudados institui a neurorrafia, técnica ja bem conhecida, e que
evolui juntamente com o entendimento da Neurofisiologia, Anatomia e
regeneracao nervosa, resultando em maior efetividade na reparacdo dos nervos
afetados.®
Os nervos periféricos sdo as estruturas funcionais responsaveis pela uniao
da parte central do sistema nervoso com os 6rgaos periféricos, organizadas como
uma unido de fibras nervosas motoras, sensitivas e autonémicas, envoltas por
tecido conjuntivo ou de sustentacdo.*® Esta estrutura é capaz de propagar o
potencial de acéo através da sua extensdo, por meio de um complexo conjunto de
canais idnicos de membrana.®
O nervo periférico é constituido de tecido nervoso e ndo nervoso.” O tecido
nervoso é de origem ectodérmica e a por¢cdo ndo nervosa, de origem
mesodérmica. Esta tem funcdo na sustentacdo e na nutricdo, e ndo esta ligada

diretamente & conducéo do impulso nervoso.®
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Os nervos periféricos compreendem ax6nios e as células de Schwann
associadas, encerradas na membrana basal.” As células de Schwann
embainham axoénios individuais em fibras mielinizadas e grupos de axénios em
fibras ndo mielinizadas.®™® A membrana basal é cercada de finas fibras de
colageno chamadas endoneuro. Assim, a composicdo axdnio e célula de

(11

Schwann é denominada endoneuro. A Figura 1 e a Figura 2 ilustram a

composicdo de um nervo periférico.

Aumento 30 000X

Epineuro

Bainha de
mielina

Figura 01. Microfotografia de corte transversal de um nervo.

Os tubos endoneurais ficam agrupados e formam um nuamero variavel de

fasciculos. O perineuro circunda cada fasciculo. O perineuro é composto por fibras
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de colageno e camadas concéntricas de células planas, que ficam muito proximas,
unidas por juncdes apertadas. O perineuro cria uma barreira de difusdo contra o
ambiente de seu entorno semelhante a barreira hematoencefalica. O perineuro
mantém uma pressdo intrafascicular positiva e protege contra infeccdo.*® O
epineuro circunda camadas de perineuro. O epineuro que preenche o espaco
entre os fasciculos é chamado epineuro interno e o0 epineuro que cerca o nervo é
denominado epineuro externo. O epineuro interno funciona como um amortecedor
para os fasciculos. No local onde os nervos periféricos abarcam articulacées e
onde sdo aplicadas forcas compressivas maiores, ha o aumento da espessura do
epineuro interno. As camadas externas do epineuro sdo compostas por colageno
e algumas fibras de elastina.®

Os grupos fasciculares anatdmicos sdo formados por condensacfes do
epineuro interno. As interconexdes entre fasciculos formam um plexo fascicular.
D Embora estes plexos fasciculares sejam abundantes nas partes proximais dos
nervos periféricos, poucos estdo localizados na parte mais distal dos nervos
periféricos. ¥ A localizacdo e a posicdo dos fasciculos dentro do nervo

dependem do destino do ramo do fasciculo na periferia. ¥
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Aumento 100X

Figura 02. Corte transversal do nervo tibial.

A irrigacdo dos nervos periféricos geralmente se faz por meio do
mesoneuro ou da suspensdo do mesentério.® Os vasa nervorum s&o um sistema
longitudinal de vasos dentro do nervo que permite a circulagcdo, mesmo apés a
liberacdo dos tecidos em torno dele.®*®)

As células de Schwann tém papel fundamental no processo de regeneracdo
das células nervosas periféricas e produzem varias das moléculas responsaveis
pela regeneracdo axonal orientada “"® e, dentre elas estdo o colageno, a
laminina, a fibronectina, o nidogeno e a tenascina. *®?Y A lesdo dos nervos
periféricos pode resultar em comprometimentos motores, sensoriais e

autonémicos incluindo paresias ou plegias, encurtamentos musculares, retracoes

teciduais, dor, edema, parestesias, areas de hipoestesia ou anestesia, limitacdes
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funcionais além de uma série de outras complicacdes secundarias. ©%® A
regeneracdo do nervo periférico apos a lesdo ndo se estabelece apenas do
crescimento do prolongamento axonal comprometido, mas envolve a integracao
de processos interativos e dinamicos compreendendo diversas moléculas e
estruturas, que determina uma sequéncia temporal que precisa ser considerada
na conduta terapéutica.

A neurotmese ocorre quando ha blogueio da conducéo do impulso nervoso,
causado por uma solucdo de continuidade com transeccdo completa do nervo
(27,28) . P : :

e, sO pode ser corrigida cirurgicamente.
Quando um nervo periférico é seccionado, mudancas celulares e

moleculares se iniciam em toda sua extensdo.?®%0

Ocorre degeneracao
walleriana no coto distal, onde o axbnio se desintegra por acédo proteolitica das
enzimas presentes no axoplasma. Os macrofagos fagocitam tanto o axénio quanto
as células de Schwann e impedem, assim, obstrucdo na proxima regeneracao
deste ax6nio, além de sintetizar fatores de crescimento nervoso que dela
participam.39

A regeneracdo de um nervo periférico ocorre na taxa aproximada de 1mm
/dia %33 apés lesdo do tronco nervoso. Esta regeneracdo acontece em
dependéncia de fatores fisiologicos ou de fatores cirlrgicos. Seu sucesso depende
do comprimento do espaco provocado pela lesdo. Por isso € necessario que, na
reconstrucdo da solucdo de continuidade de um tronco nervoso, haja o

reestabelecimento de sua Anatomia, feito pela reaproximacéo dos cotos nervosos,

e nisto se baseia a técnica de neurorrafia. 39 A finalidade de todas as técnicas
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de reparacao microcirurgicas utilizadas para que a regeneracdo nervosa aconteca
é o realinhamento dos cotos nervosos com o minimo de traumatismo cirtrgico.“”

A técnica de neurorrafia data de muitos séculos. No século Xlll, foi
descrita a primeira neurorrafia término-terminal, por William de Saliceto (1210-
1277), onde ocorreu o alinhamento dos condutos axonais pela sutura direta dos

“)  pesde entdo, varias técnicas de neurorrafia foram

cotos lesados.
desenvolvidas, sendo as mais conhecidas a sutura epineural,“>*% a perineural ou
(4470 e a epiperineural .48

Surgiram, entdo, estudos para determinar como seria a regeneracdo do
nervo no interior de tubos confeccionados a partir de diversos materiais, sendo
esta técnica de reparo denominada “regeneragao guiada”. Desta feita, usaram-se
tubos de silicone, “*®*® tubos de materiais sintéticos biodegradavel, ®°% tubos
mesoteliais pré-formados, ©¢®® tubos pseudosinoviais,®, tubos de colageno, ©*7®
ou mesmo artérias Y e veias.>"® Mesmo propostas extremamente radicais
foram executadas para resolver a solugédo de continuidade do nervo, como 0
encurtamento 6sseo do Umero e do fémur, com a finalidade de realizar a sutura
término-terminal dos cotos nervosos.(’”

Enxertos vascularizados de nervo % faziam parte de uma técnica mais
elaborada, onde os vasos nutrientes eram anastomosados aos vasos da area
receptora por meio de microcirurgia. Mas este fato limitou a sua utilizacdo, que
ficou indicada apenas para os casos onde o leito receptor era de ma qualidade,

com muito tecido fibroso e vascularizagcdo pobre. Isto porque, nestes casos, O

enxerto convencional teria dificuldade de integracéo. ©®
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Ademais, ®® foi proposta uma técnica de retalho ilhado de nervo, que s6
deveria ser utilizada quando houvesse nervo doador proximo. Solucao semelhante
ja havia sido feita por Strange, ®” com a transferéncia de retalho nervoso vizinho
em dois tempos cirdrgicos. Uma maneira de reinervar o musculo em situacdes
especiais também foi proposta com a neurotizacdo muscular direta (implantacao
de um nervo diretamente no tecido muscular). Este método € indicado quando n&o
se dispde do coto distal do nervo.®%?

O maior numero de trabalhos da literatura mostra op¢des para o reparo de
nervos de modo término-terminal, isto €, o coto proximal unido diretamente ao coto
distal.®*%) Entretanto, existem publicacdes que propdem um outro tipo de
neurorrafia, a latero-terminal ou término-lateral, designada com o termo
“anastomose de nervo periférico”. Os primeiros a utilizar esta técnica foram Letie
Vant, em 1873 e Huber, em 1895, ndo observando recuperacdo do nervo
implantado. ©” A primeira descricdo desta técnica foi feita por Kennedy, em
paciente com espasmo hemifacial, operado em 1899, embora s6 tenha publicado
este caso em 1901. Ballance, em 1895,%® utilizou a mesma técnica para
tratamento de paralisia facial, ao suturar o coto distal do nervo facial lesado a
regido lateral do nervo acessorio ipsilateral, com preservacdo de sua funcao.
Observou-se retorno parcial da fungcdo motora da face, com a sequela de estar
sempre associado ao movimento de ombro. Harris, também em 1903,
experimentou a neurorrafia latero-lateral em pacientes com paralisias obstétricas,

porém, com péssimos resultados.®®
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Sheren testou a execucdo da neurorrafia término-lateral de varias
maneiras.® Entre elas, a sutura do coto distal do nervo afetado na face lateral de
outro nervo integro; a seccao de um nervo integro e a sutura de seu coto proximal
na face lateral do nervo afetado; a elevacao de retalho do nervo integro e sutura
término-terminal no nervo lesado. Além disso, enfatizou a necessidade de se fazer
em todas as suturas término-laterais uma incisdo longitudinal ou transversal no
nervo integro que receberia o nervo lesado, o que visava estabelecer amplo
contato entre os axénios dos dois nervos. Afirmava que sem este procedimento a
neurorrafia ndo teria resultado. Varios autores ndo tiveram resultados sequer
razoaveis com esta técnica. %1%

Stookey, em experimentos com cées, usou enxerto de nervo com uma de
suas extremidades suturada lateralmente ao nervo doador e outra extremidade
implantada diretamente no musculo desnervado. Também recomendava que se
realizasse uma incisdo no nervo doador, para promover a unidao término-terminal
dos funiculos. Seus estudos eletrofisiolégicos e histolégicos mostraram bons
resultados.®®® Gatta, em 1938, introduziu a neurorrafia latero-lateral em trabalho
experimental em coelhos, ao suturar o nervo fibular lateralmente ao tibial, manter
uma superficie de contato de 3 a 4 mm entre os dois nervos. %2

Afirmacdes categéricas de Babcock, ‘%) sugeriam o abandono definitivo
de implante lateral de nervo, ou seja, da neurorrafia término-lateral. Isto
desestimulou a maioria dos cirurgides experimentais a empregar este tipo de
neurorrafia, o que a delegou ao esquecimento. Na verdade, todas as tentativas

iniciais de induzir o crescimento axonal por meio das neurorrafias término-laterais
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e latero-laterais produziram resultados desapontadores e, entdo, ambas as
técnicas foram abandonadas por quase um século.®®

A publicacdo dos resultados de experimentos de Viterbo™®®, ao
demonstrar por comparacdo clinica e eletrofisiologica, a reinervacdo da
musculatura flexora da perna de ratos ap0s a sutura do coto distal de um nervo
fibular, previamente lesado, ao aspecto lateral do nervo tibial ipsilateral intacto,
provocou o ressurgimento do interesse por esta técnica e estimulou uma série de
pesquisas experimentais. ‘° Em humanos, os primeiros trabalhos com esta
técnica datam do fim da década de 1990, onde o proprio Viterbo demonstrou bons
resultados clinicos no tratamento de paralisias faciais, ao usar o nervo facial
contra lateral como fonte doadora de axénios, que denominou de “facial
crossover”. 196107

O embasamento cientifico que justifica a neurorrafia término-terminal é
fundamentado na necessidade de existir um coto proximal com axdnios em
regeneracao, ao penetrar em um tubo endoneural vazio, pés-degeneracdo
walleriana. Isto torna a neurorrrafia término-terminal a forma mais compativel com
0 processo anatomo-fisioldgico da regeneracdo nervosa. Entretanto, situacdes
acontecem onde so se dispde de um coto distal e isto justifica as tentativas de se
obter a reinervacdo deste coto a custa de um nervo integro, isto é, que néo foi
seccionado. ®® O fato de n&o necessitar seccionar nervos, que poderiam servir
como doadores potenciais, permitiu uma vasta gama de opc¢des de reconstrucéo
anastomoticas. Ao se utilizar a técnica desenvolvida por Viterbo, reinervou-se o

retalho transverso do misculo reto abdominal, na reconstrucdo mamaria. %
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A neurorrafia término-lateral independe da distancia entre os cotos, sendo
necessario apenas um nervo doador préximo ao coto nervoso lesado, o0 que torna
esta técnica preferida ao enxerto de nervo. ‘% A técnica de neurorrafia término-
lateral pode induzir o tratamento colateral funcional, tanto do axénio motor quanto
do sensorial, do nervo periférico. **© A neurorrafia latero-lateral é empregada
como uma opc¢ao & neurorrafia término-lateral.*1?

Para reinervar a célula-alvo, um grande numero de brotos de axénio deve
ser capaz de cruzar o caminho da area de reconstrucéo latero-lateral, do nervo
doador para o nervo lesado. Os fatores neurotrépicos, conhecidos desde 1898,
guando foram sugeridos por Forssman como o conceito principal na regeneracéo
nervosa, sao essenciais para o crescimento neuronal. Mesmo que pareca que as
células de Schwann tenham a capacidade de atrair, por quimiotaxia, 0s axénios
em regeneracao, a maioria dos fatores neurotropicos € derivada das células-alvo,
interiorizados e transportados de maneira retrograda pelo axoplasma intacto. O
suprimento constante destes fatores pela célula-alvo é a provavel causa do
retorno funcional superior na reparagao latero-lateral.

Nos anos 1847 e 1898, Delesse e Rosixal, respectivamente, tentaram
demonstrar relagcdo entre area ocupada por uma estrutura em estudo e a area
bidimensional de outra estrutura que continha igual a densidade de volume da
estrutura em estudo, por um método que foi considerado complicado. ™Y Em
1930, Thomson e Glagoleff simplificaram o método e demonstraram a proporgéo
de pontos que permaneceram sobre um componente na estrutura. Com isso,

Chalkey em 1943, “*? pela primeira vez, utilizou o método em estudos histolégicos
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e expandiu a Estereologia na area da saude. Assim, a necessidade de se obter
dados quantitativos confiaveis foi estimulada.

Estereologia € um conjunto de procedimentos geomeétricos estatisticos
com a finalidade de se obter informacfes quantitativas das estruturas
tridimensionais a partir de suas imagens bidimensionais. “*¥ Em Histologia, a
Estereologia se explica como um sistema metodolégico de interpretacdo
matematica de estruturas tridimensionais em seccdes histolégicas.M? A
Estereologia estima densidades: volume (Vv), de comprimento (Lv), de superficie
(Sv) e numérica (Nv). 2 Estudar densidade em Estereologia é fundamental
devido a natureza do material de trabalho (cortes ou seccdes).™? A andlise
guantitativa de uma estrutura é a densidade de seus componentes, e entéo,
densidade do volume serd quantidade de estruturas por unidade de volume, de
superficie ou de comprimento.®'? A técnica estereoldgica é descrita como sendo a
movimentagdo imaginaria de um ponto matematico que se move aleatoriamente
ao longo de um determinado tecido realizando esse trajeto em 3 dimensées. **?

No projeto de pesquisa se buscou minimizar os processos de
degeneracdo e favorecer o reparo. Justifica-se visando identificar possiveis
variacbes no procedimento de reconstru¢cdo nervosa que resultem na menor

agressao ao tecido subjacente.
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OBJETIVOS

Geral
Perfazer um estudo experimental estereol6gico axonal comparativo entre

neurorrafias término-lateral e latero-lateral.

Especificos

Determinar densidade de volume de axdnios, de endoneuro e de bainha
de mielina de nervos fibular e tibial de ratos Wistar apds neurorrafias término
lateral e latero-lateral.

Determinar densidade de volume de axénios, de endoneuro e de
bainha de mielina nas diferentes areas de anastomoses em neurorrafias
término-lateral e latero-lateral.

Comparar peso do musculo tibial cranial em neurorrafia término-lateral

e latero-lateral.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), em conformidade com a lei 6.638 de 08 de
maio de 1979, apreciado e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto-SP
(FAMERP, com Protocolo CEEA 0554-2009).(Anexo 1).

Foram utilizados 20 ratos machos da raca Wistar, variedade albinus,
com peso entre 300 e 350g e com idade média de 20 semanas. Os animais
foram fornecidos pelo biotério da FAMERP e receberam alimentacéo e agua ad
libitum e permaneceram em local com luminosidade controlada.

Anestesia foi realizada por injecdo intramuscular de xilazina 0,1 ml/
100g e ketamina 0,1ml/ 100g e, apds se verificar a ndo responsividade do
animal a estimulos reflexos, estes foram posicionados ventralmente para

execucao da cirurgia.
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A Figura 03 ilustra a tricotomia dos animais, realizada em toda a face

posterior da regiao glutea.

Figura 03.Tricotomia na face posterior da regido glutea direita.

Os animais foram divididos em 4 grupos (G1 a G4), e cada grupo
composto por 05 ratos. Nestes, o acesso cirlrgico se deu na regido glatea
direita.

Realizou-se incisdo mediana de 4 cm de extensdo na regido gllutea
com exposicao de pele, tela subcutanea e musculo adjacente para evidenciar o
nervo isquiético e seus ramos fibular, tibial e cauda da sura, conforme Figura

04.
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Nervo fibular

Nervo
isquiético

Nervo tibial

Nervo cutaneo
caudal da
sura

Figura 04. Exposigdao cirlrgica do nervo isquiatico e seus ramos.

O procedimento de neurorrafia foi realizado com auxilio de lentes bi-

oculares BIOART de aumento de 6x . ¥

1) Grupo 1 (G1):

Coto proximal
do nervo

Nervo tibial ‘ fibular
\ m“f :

«— Mdsculo adutor

Coto distal do
N — nervo fibular

i
]Ilr{u‘ w7 Masculo tibial
¥ cranial

Figura 05. G1- Neurorrafia término-lateral.
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O nervo fibular foi seccionado para a obtencédo de 2 cotos, um proximal e
um distal. O coto proximal foi encurvado medialmente e sepultado no interior do
musculo adutor com 1 ponto simples de mononylon 8.0. 1©)

O coto distal teve sua extremidade suturada ao nervo tibial por meio de
sutura de neurorrafia término-lateral com 3 pontos simples de mononylon 10.0

sem retirada do epineuro (Figura 05).

2) Grupo 2 (G2):

Musculo gluteo
Nervo fibular

(coto proximal)

Nervo tibial
Musculo adutor

_, Nervo fibular
(coto distal)

Neurorrafia <—
Latero-lateral
0,25cm

Musculo Tibial

N2 cranial

g

Figura 06. G2- Neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm.

N1, N2 e N3 significam locais de corte para confec¢éo de laminas histologicas.
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O nervo fibular foi seccionado para a obtencéo de 2 cotos, um proximal
e um distal. O coto proximal foi encurvado medialmente e sepultado no interior
do musculo gluteo e com 1 ponto simples de mononylon 8.0.

O coto distal foi encurvado lateralmente, sua extremidade foi sepultada
no musculo adutor com 1 ponto simples de mononylon 8.0, com manutencao
da distancia de 1 cm entre o coto proximal e o coto distal.

Realizou-se, entdo, neurorrafia latero-lateral de 0,25cm sem retirada do
epineuro entre nervo tibial e fibular com fio mononylon 10.0 (Figura 06). Para
medida da rafia (0,25cm), foi usado especimetro DBMCO GERMANY

STAINIES (Figuras 07 e 08). 17

Figura 07. Especimetro DBMCO GERMANY STAINIES.
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Figura 08. Mensuracéo das rafias latero-laterais de 0,25cm.
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3) Grupo 3 (G3):

Musculo gluteo

Nervo fibular
(coto proximal)

Nervo tibial

Musculo adutor

Nervo fibular
(coto distal)

A

Neurorrafia
|atero-lateral

0,50cm < N3
N2 7
i \ Musculo tibial
I

cranial

Figura 09. G3- Neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,50cm.

N1, N2 e N3 significam locais de corte para confec¢cdo de laminas histoldgicas.

O nervo fibular foi seccionado para a obtencéo de 2 cotos, um proximal e
um distal. O coto proximal foi encurvado medialmente e sepultado no interior do
musculo glateo com 1 ponto simples de mononylon 8.0.

O coto distal foi encurvado lateralmente e sua extremidade foi
sepultada no musculo adutor e com 1 ponto simples de mononylon 8.0, com a
preocupacdo de manter a maior distancia média possivel (1 cm) entre o coto

proximal e o coto distal.
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Realizou-se, entédo, neurorrafia latero-lateral de 0,50cm (Figura 10) sem
retirada do epineuro entre nervo tibial e fibular com fio mononylon 10.0. Para
medida da rafia foi usado especimetro DBMCO GERMANY STAINIES (Figura

07).

Rafia de
0,50cm

Figura 10. Neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,50cm.
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4) Grupo 4 (G4)

Coto proximal
do nervo fibular

__ “mnﬂ

Nervo tibial

Coto distal do
K / nervo fibular

|'[“|” & Musculo tibial
cranial

Figura 11. G4- Controle de Desnervacéo.

O nervo fibular foi secionado e seus cotos proximal e distal foram
encurvados e suturados em grupos musculares diferentes e distantes por meio
de um ponto simples de mononylon 8.0. O nervo tibial permaneceu intacto.
Este grupo serviu como controle de desnervacgéo (Figura 11).

Todos os membros esquerdos serviram de controle de normalidade.

Apos cada procedimento cirargico, 0s ratos permaneceram em gaiolas
apropriadas e separadas por grupo. Receberam os mesmos cuidados (ragéo
comercial e agua ad libidum e a luminosidade apropriada) durante o intervalo
de 6 meses, quando foram sacrificados por dose excessiva de anestésico para
colheita de material para estudo estereoldgico. Na primeira semana, apos a

cirurgia, os animais receberam por via oral medicacdo analgésica (dipirona
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sbdica diluida em agua) a cada 8 horas e antinflamatoria (cetoprofeno diluido
em agua) a cada 8 horas.

Foi removido, além dos fragmentos nervosos, o musculo tibial cranial,
com o cuidado para excisdo desde a origem até a inser¢cdo,com conservacao

da musculatura para pesagem em balanca de precisao.

Técnica Histolégica

Os nervos coletados foram identificados pelas seguintes siglas:

Grupo 1 (G1):
G1NF - corte transversal do nervo fibular, distal a neurorrafia término -lateral.

G1NT - corte transversal do nervo tibial, distal a neurorrafia término -lateral.

Grupo 2 (G2):
G2NT- corte transversal do nervo tibial, distal & neurorrafia latero-lateral de
0,25cm.
G2NF-corte transversal do nervo fibular, distal & neurorrafia latero-lateral de

0,25cm.

Grupo 3 (G3):
G3NT- corte transversal do nervo tibial, distal a neurorrafia latero-lateral de

0,50cm.
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G3NF-corte transversal do nervo fibular, distal a neurorrafia latero-lateral de

0,50cm.

Grupo 4 (G4)
G4NT - Controle de normalidade; corte transversal de nervo tibial.
G4NF — Controle de normalidade; corte transversal de nervo fibular.
ApoOs remocdo, os nervos foram fixados em formaldeido a 10% e
incluidos em parafina. A seguir, foram cortados transversalmente em

espessura de 0,5 um e corados com Tricomico de Masson. 2

Técnica Estereoldgica

O parametro estereoldgico considerado para o estudo dos nervos
periféricos (axdénios, endoneuros e bainha de mielina) foi a densidade de

112)

volume, estimada pela técnica de Chalkley , cuja formula é:

Vv = Pp
pt
Onde Pp sdo os pontos que se sobrepdem a estrutura considerada na
area-teste (ou pontos contados sobre a estrutura estudada, no caso cada
nervo), e PT é o total de pontos-teste no sistema teste ‘*®, com resultados
expressos em forma de proporcdo (numero de pontos da estrutura
considerada/mm?). Na anélise dos nervos, resultados foram referentes a

contagem de pontos de cada um dos fasciculos nervosos incidentes em cada

grade de Weibel ®. 18
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Para a compilacdo dos dados estereoldgicos, foi utilizado o Programa
Image Pro Plus versdo 6.0. ™% Em resposta as especificacées solicitadas pelo
programa, empregou-se a grade estereolégica de Weibel® com 130 pontos
(Figura 12) e se padronizou distancia real entre os pontos de 1 ym e numero
de campos microscopicos igual a 20 (correspondente ao niumero de campos
microscopicos aleatorios observados em cada lamina histolégica). Em seguida,
foi analisado, em cada lamina histoldgica, o nUmero de pontos incidentes sobre
0 endoneuro, 0 numero de pontos sobre os axbnios e o numero de pontos
incidentes sobre a bainha de mielina.

Pbdde-se, assim, obter para cada nervo a porcentagem e a densidade
de volume das estruturas neurais (axénios, endoneuro e bainha de mielina). A
porcentagem foi obtida por meio da média aritmética da soma dos vinte
campos histologicos dos nervos seccionados em cada um dos ratos. A
densidade de volume foi obtida pela divisdo do total de estruturas contadas
pelo padréo-teste multiplicado por cem. Para os valores decimais da média dos

dados estereoldgicos mantiveram-se duas casas decimais.
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Figura 12. Grade de Weibel sobreposta a lamina histoldgica de nervo periférico.

Pesagem Muscular

Apés a eutanasia, dada por excesso de anestésico, o musculo tibial
cranial de cada perna operada foi dissecado totalmente, desde a origem até a
insercdo com auxilio de bisturi e tesoura cirargica (Figura 13) para entédo ser

pesado em balanca de preciséo.
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Figura 13. Musculo tibial cranial removido (normalidade e desnervado).

Anélise Estatistica

Para avaliacdo estatistica dos dados estatisticos quantitativos aplicou-
se 0 teste ndo paramétrico de Mann Whitney“?® com intuito de verificar se a
porcentagem da densidade de volume entre 0s grupos apresentou ou néo

diferenca  significante. Adotou-se nivel de significAncia de 5%.
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RESULTADOS

|. Porcentagem de pontos incidentes sobre axdnio, endoneuro e bainha de

mielina (dados absolutos presentes no apéndice 1)

| a. Nervo Tibial

A porcentagem de pontos incidentes sobre axdnios presentes no nervo
tibial seccionado foi de 16% no grupo GINT, 12% em G2NT, 10% em G3NT e
23% no grupo controle GANT. Houve reducéo significativa no nimero relativo de
axbnios dos grupos G1INT, G2NT e G3NT em relacdo ao grupo controle GANT
(valor p=0,0079). Houve reducao significativa entre os grupos GINT e G3NT e
entre G2NT e G3NT (p=0,0079) quando comparados entre si.

Porcentagem de pontos incidentes sobre endoneuro foi 37% em G1NT,
54% em G2NT, 54% em G3NT e 34% no grupo controle G4NT. Nao houve
reducao significativa do numero relativo de endoneuro nos grupos G2NT e G3NT
em relacdo ao grupo controle (p=0,8419). Entre os grupos GINT e G4NT, nao
houve diferenca estatistica (p=0,1508).

Porcentagem de pontos incidentes sobre bainha de mielina foi de 42% em
GI1INT, 26% em G2NT, 28% em G3NT e 28% em G4NT. Nao houve reducao
significativa entre os grupos G3NT e G2NT em relagdo ao grupo controle

(p=0,6905). Em relacdo ao grupo GINT e G4NT, houve significancia estatistica
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(p=0,0079). Entre os grupos G3NT e G2NT ndo houve diferenca estatistica

significante (p=1).

I b. Nervo Fibular

A porcentagem de pontos incidentes sobre axoénios foi de 12% em G1NF,
12% em G2NF, 9% em G3NF e 14% em G4NF. Houve reducao significativa do
namero relativo de axénios do grupo G3NF em relacdo ao grupo controle GANF
(p=0,0159). N&o houve reducéo significativa do nimero relativo de axénios em
ambos os grupos G1NF e G2NF em relagéo ao grupo controle (p=0,3095 e 0,222,
respectivamente). Nao houve ainda diferenca significativa entre os grupos G3NF e
G2NF com p=0,0556, GINF e G3NF com p=0,222 e GINF e G2NF com
p=0,8413.

A porcentagem de pontos incidentes sobre endoneuro foi de 47% em
G1NF, 53% em G2NF, 51% em G3NF e 33% no grupo controle GANF. Nao houve
reducao significativa do numero relativo de endoneuro nos grupos G2NF e G3NF
em relacdo ao grupo controle (p=0,6905). Na comparacdo do grupo GINF ao
G4NF, ndo houve diferenca estatistica (p=0,1508). Na comparacdo das rafias de
0,50cm G3NF e 0,25cm G2NF, ndo houve reducéo significativa (p=0,6905).

A porcentagem de pontos incidentes sobre bainha foi de 34% em G1NF,
28% em G2NF, 30% em G3NF e 44% em G4NF. Houve reducéo significativa do

grupo G1NF em relacdo ao grupo controle (p=0,1508). Houve reducao significativa
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dos grupos G2NF e G3NF em relagdo ao grupo controle (p=0,0079). Entre os

grupos G3NF e G2NF ndo houve diferenca estatistica significante (p=0,6905).

Il. Densidade de Volume de axbnios, endoneuro e bainha de mielina

Il a. Nervo Fibular

A Tabela 01 evidencia a porcentagem da densidade de volume e a média

aritmética da densidade de volume de axdnios nos grupos G1NF e G4ANF do nervo

fibular seccionado. Nao houve reducao significativa do namero relativo de axénios

de G1NF em relacdo ao grupo controle G4ANF (p=0,3095).
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Tabela 01. Porcentagem da densidade de volume (mm2) de axbénios no nervo

fibular seccionado (G4NF = nervo fibular seccionado ou controle; GINF =

neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo tibial; X

aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G1INF GANF
14 16
7 13
14 10
13 16
11 16
X 12 14

u 7

P(U) 0,3095

= média

A Tabela 02 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média

aritmética da densidade de volume de ax6nios nos grupos G2NF e G4ANF do nervo

fibular seccionado. Nao houve reducdo significativa do niamero relativo de axénios

de G2NF em relag&o ao grupo controle GANF (p=0,222).
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Tabela 02. Porcentagem da densidade de volume (mm?2) de axénios no nervo
fibular seccionado (G4ANF = nervo fibular seccionado ou controle; G2NF=
neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm ; X = média

aritmética, U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G4NF
12 16
13 13
10 10
12 16
14 16
X 12 14
U 6
P(U)0,222

A Tabela 03 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G3NF e G4NF do nervo
fibular seccionado. Houve reducéo significativa do numero relativo de axénios de

G3NF em relacao ao grupo controle G4NF (p=0,0159).
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Tabela 03. Densidade de volume (mm?2) de axdénios no nervo fibular seccionado
(GANF = nervo fibular seccionado ou controle; G3NF= neurorrafia latero-
lateral do nervo fibular com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética, U- valor

tabelado de U e p(U)-valor calculado).

G3NF G4NF
12 16
7 13
7 10
9 16
10 16
X 9 14
U1
P(U) 0,0159

A Tabela 04 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G2NF e G3NF do nervo
fibular seccionado. Nao houve reducdo significativa do nimero relativo de axdnios

entre os grupos (p=0,0556).
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Tabela 04. Densidade de volume (mm?2) de axdnios no nervo fibular seccionado
(G2NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm;
G3NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular de 0,50cm; X = média

aritmética, U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G3NF
12 12
13 7
10 7
12 9
14 10
X 12 9
U3
P(U) 0,0556

A Tabela 05 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G1NF e G2NF do nervo
fibular seccionado. Nao houve reducdo significativa do nimero relativo de axdnios

entre os grupos (p=0,8413).
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Tabela 05. Densidade de volume (mm?2) de axdénios no nervo fibular seccionado
(G1NF) neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo fibular; G2NF=
neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm; X = média

aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G2NF
14 12
7 13
14 10
13 12
11 14
X 12 12
U 115
P(U) 0,8413

A Tabela 06 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G1NF e G3NF do nervo
fibular seccionado. Nao houve reducdo significativa do nimero relativo de axdnios

entre os grupos (p=0,2222).
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Tabela 06. Densidade de volume (mm?2) de axdénios no nervo fibular seccionado
(GINF= neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo fibular;
G3NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,50cm; X =

média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G3NF
14 12
7 7
14 7
13 9
11 10
X 12 9
U6
P(U) 0,2222

A Tabela 07 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos GINF e G4NF do
nervo fibular seccionado. Ndo houve reducédo significativa do nimero relativo de

endoneuro de G1INF em relag&o ao grupo controle GANF (p=0,1508).
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Tabela 07. Densidade de volume (mmz?) de endoneuro no nervo fibular seccionado
(GANF = nervo fibular seccionado ou controle; GINF= neurorrafia término-
lateral do nervo fibular ao nervo tibial; X = média aritmética; U- valor

tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G4NF
43 32
49 40
46 32
46 31
50 32
X 47 33
U s
P(U) 0,1508

A Tabela 08 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G2NF e G4NF do
nervo fibular seccionado. Houve reducgédo significativa do numero relativo de

endoneuro de G2NF em relagc&o ao grupo controle GANF (p=0,0079).
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Tabela 08. Densidade de volume (mm?) de endoneuro no nervo fibular seccionado
(GANF = nervo fibular seccionado ou controle; G2NF= neurorrafia latero-
lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm ; X = média aritmética, U-

valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G4NF
49 32
53 40
59 32
53 31
49 32

X 53 33

U o
P(U)0,0079

A Tabela 09 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G3NF e G4NF do
nervo fibular seccionado. Houve reducdo significativa do numero relativo de

endoneuro de G3NF em relag&o ao grupo controle GANF (p=0,0079).
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Tabela 09. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo fibular seccionado
(GANF = nervo fibular seccionado ou controle; G3NF= neurorrafia latero-
lateral do nervo fibular com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética, U-

valor tabelado de U e p(U)-valor de p).

G3NF G4NF
44 32
57 40
46 32
51 31
56 32
X 51 33
Uuo
P(U) 0,0079

A Tabela 10 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G2NF e G3NF do
nervo fibular seccionado. Nao houve reducédo significativa do nimero relativo de

endoneuro entre os grupos (p=0,6905).
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Tabela 10. Densidade de volume (mm?) de endoneuro no nervo fibular seccionado
(G2NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm;
G3NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular de 0,50cm ; X = média

aritmética, U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G3NF
49 44
53 57
59 46
53 51
49 56
X 53 51
U 10
P(U) 0,6905

A Tabela 11 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G1INF e G2NF do
nervo fibular seccionado. Houve reducado significativa do numero relativo de

endoneuro entre os grupos (p=0,0317).
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Tabela 11. Densidade de volume (mm2) de endoneuro no nervo fibular
seccionado (G1NF= neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo
fibular; G2NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de

0,25cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G2NF
43 49
49 53
46 59
46 53
50 49
X 47 53
U2
P(U) 0,0317

A Tabela 12 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos GINF e G3NF do
nervo fibular seccionado. Nao houve reducéo significativa do namero relativo de

endoneuro entre os grupos (p=0,2222).
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Tabela 12. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo fibular seccionado
(G1NF=neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo fibular; G3NF=
neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,50cm; X = média

aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G3NF

43 44

49 57

46 46

46 51

50 56
X 47 51

U 6,6
P(U) 0,2222

A Tabela 13 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos GINF e
G4NF do nervo fibular seccionado. Houve reducéo significativa do numero relativo

de bainha de mielina de G1NF em relagao ao grupo controle G4NF (p=0,0079).
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Tabela 13. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G4ANF = nervo fibular seccionado ou controle; GINF=
neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo tibial; X = média

aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G4NF
35 43
32 43
33 46
36 44
32 46
X 34 44
U o
P(U) 0,0079

A Tabela 14 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G2NF e
G4NF do nervo fibular seccionado. Houve reducéo significativa do numero relativo

de bainha de mielina de G2NF em relagao ao grupo controle G4NF (p=0,0079).
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Tabela 14. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G4ANF = nervo fibular seccionado ou controle; G2NF=
neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm ; X = média

aritmética, U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G4NF
33 43
25 43
26 46
26 44
30 46

X 28 44

U o
P(U)0,0079

A Tabela 15 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G3NF e
G4NF do nervo fibular seccionado. Houve reducéo significativa do numero relativo

de bainha de mielina de G3NF em relagao ao grupo controle G4NF (p=0,0079).
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Tabela 15. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G4ANF = nervo fibular seccionado ou controle; G3NF=
neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,50cm ; X = média

aritmética, U- valor tabelado de U e p(U)-valor de p).

G3NF G4NF
29 43
28 43
40 46
30 44
24 46
X 30 44
Uuo
P(U) 0,0079

A Tabela 16 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G2NF e
G3NF do nervo fibular seccionado. Nao houve reducdo significativa do nimero

relativo de bainha de mielina entre os grupos (p=0,6905).
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Tabela 16. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G2NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de
0,25cm; G3NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular de 0,50cm ; X =

média aritmética, U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NF G3NF
33 29
25 28
26 40
26 30
30 24
X 28 30
U 10
P(U) 0,6905

A Tabela 17 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G1NF e
G2NF do nervo fibular seccionado. Nao houve reducado significativa do nimero

relativo de bainha de mielina de GINF em relagéo ao grupo G2NF (p=0,0317).
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Tabela 17. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G1NF= neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo
fibular; G2NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de

0,25cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINF G2NF
35 33
32 25
33 26
36 26
32 30
X 34 28
U2
P(U) 0,0317

A Tabela 18 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G1NF e
G3NF do nervo fibular seccionado. Nao houve reducao significativa do nimero

relativo de bainha de mielina de GINF em relagéo ao grupo G3NF (p=0,1508).
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Tabela 18. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (G1NF= neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo
fibular; G3NF= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de

0,50cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G1NF G3NF
35 29
32 28
33 40
36 30
32 24
X 34 30
Ubs

P(U) 0,1508
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Il b. Nervo Tibial

A Tabela 19 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de ax6nios nos grupos GINT e GANT do nervo
tibial seccionado pos-neurorrafia. Houve reducao significativa do namero relativo

de axonios de G1NT em relacdo ao grupo controle GANT (p=0,0079).

Tabela 19. Densidade de volume (mm?2) de axbénios no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; GLNT= neurorrafia término-

lateral; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINT GANT
17 22
16 25
15 21
16 21
17 23
X 16 23
uo

P(U) 0,0079
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A Tabela 20 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de ax6nios nos grupos G2NT e G4NT do nervo
tibial seccionado. Houve reducéo significativa do numero relativo de axénios de

G2NT em relacao ao grupo controle GANT (p=0,0079).

Tabela 20. Densidade de volume (mm?2) de axbnios no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G2NT= neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,25cm ; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor calculado).

G2NT GANT
13 22
14 25
13 21
13 21
7 23
X 12 23
Uu o

P(U)0,0079
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A Tabela 21 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G3NT e GANT do nervo
tibial seccionado. Houve reducao significativa do numero relativo de axénios de

G3NT em relacao ao grupo controle GANT (p=0,0079).

Tabela 21. Densidade de volume (mm?2) de axbénios no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G3NT= neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor de p).

G3NT GANT
10 22
10 25
11 21
9 21
11 23
X 10 23
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 22 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos G2NT e G3NT do nervo
tiibal seccionado. Nao houve reducgéo significativa do numero relativo de axénios

entre os grupos (p=0,1508).

Tabela 22. Densidade de volume (mm?2) de axbénios no nervo tibial seccionado
(G2NT= neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm; G3NT= neurorrafia
latero-lateral com réfia de 0,50cm ; X = média aritmética; U- valor

tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NT G3NT
13 10
14 10
13 11
13 9
7 11
X 12 10
Ubs

P(U) 0,1508
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A Tabela 23 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de axénios nos grupos GINT e G2NT do nervo
tibial seccionado. Houve reducéo significativa do namero relativo de axénios entre

0s grupos (p=0,0079).

Tabela 23. Densidade de volume (mm?2) de axdnios no nervo fibular seccionado
(GINT= neurorrafia término-lateral do nervo fibular ao nervo fibular;
G2NT= neurorrafia latero-lateral do nervo fibular com rafia de 0,25cm; X =

média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINT G2NT
17 13
16 14
15 13
16 13
17 7
X 16 12
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 24 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de ax6nios nos grupos GINT e G3NT do nervo
tibial seccionado. Houve reducéo significativa do namero relativo de axénios entre

0s grupos (p=0,0079).

Tabela 24. Densidade de volume (mm?2) de axbénios no nervo tibial seccionado
(GINT= neurorrafia término-lateral; G3NT= neurorrafia latero-lateral com
rafia de 0,50cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor

calculado).

GINT G3NT
17 10
16 10
15 11
16 9
17 11
X 16 10
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 25 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endouneuro nos grupos GINT e G4ANT do
nervo tibial seccionado. Nao houve reducéo significativa do numero relativo de
densidade de volume de endoneuro de G1INT em relacdo ao grupo controle GANT

(p=0,1508).

Tabela 25. Densidade de volume (mm2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G1NT= neurorrafia

término-lateral; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor

calculado).
GINT GANT
43 32
33 31
39 42
36 32
36 33
X 39 34
U 5

P(U) 0,1508
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A Tabela 26 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G2NT e G4NT do
nervo tibial seccionado. Houve aumento significativo do numero relativo de
densidade de volume de endoneuro de G2NT em relacdo ao grupo controle GANT

(p=0,0079).

Tabela 26. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G2NT= neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,25cm ; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor calculado).

G2NT GANT
54 32
54 31
51 42
55 32
55 33
X 54 34
Uu o

P(U)0,0079
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A Tabela 27 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G3NT e G4NT do
nervo tibial seccionado. Houve aumento significativo do numero relativo de
densidade de volume de endoneuro de G3NT em relacdo ao grupo controle GANT

(p=0,0079).

Tabela 27. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G3NT= neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor de p).

G3NT GANT
46 32
53 31
56 42
51 32
62 33
X 54 34
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 28 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos G2NT e G3NT do
nervo tibial seccionado. Nao houve reducéo significativa do numero relativo de

densidade de volume de endoneuro entre os grupos (p=0,8413).

Tabela 28. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(G2NT= neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm; G3NT= neurorrafia
latero-lateral om réfia de 0,50cm; X = média aritmética; U- valor tabelado

e p(U)-valor calculado).

G2NT G3NT
54 46
54 53
51 56
55 51
55 62
X 54 54
U ll

P(U) 0,8413
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A Tabela 29 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos GINT e G2NT do
nervo fibular tibial seccionado. Houve reducéo significativa do nimero relativo de

densidade de volume de endoneuro entre os grupos (p=0,0079).

Tabela 29. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(G1INT= neurorrafia término-lateral do nervo tiibal ao nervo fibular; G2NT=
neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm; X = média aritmética; U-

valor tabelado e p(U)-valor calculado).

GINT G2NT
43 54
33 54
39 51
36 55
36 55
X 39 54
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 30 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de endoneuro nos grupos GINT e G3NT do
nervo fibular seccionado. Houve reducdo significativa do numero relativo de

densidade de volume de endoneuro entre os grupos (p=0,0079).

Tabela 30. Densidade de volume (mm?2) de endoneuro no nervo tibial seccionado
(GINT= neurorrafia término-lateral; G3NT= neurorrafia latero-lateral com
rafia de 0,50cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e p(U)-valor

calculado).

GINT G3NT
43 46
33 53
39 56
36 51
36 62
X 39 54
Uuo

P(U) 0,0079
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A Tabela 31 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G1NT e
G4NT do nervo tibial seccionado. Houve aumento significativo do niumero relativo
de densidade de volume de bainha de mielina de GINT em relacdo ao grupo

controle GANT (p=0,0079).

Tabela 31. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo tibial
seccionado (G4ANT = nervo tibial seccionado ou controle; GINT=
neurorrafia término-lateral ; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor calculado).

GINT GANT
35 26
46 31
45 29
42 26
42 25
X 42 28
U 0

P(U) 0,0079
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A Tabela 32 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G2NT e
GANT do nervo tibial seccionado. Nao houve reducdo significativa do numero
relativo de densidade de volume de bainha de mielina de G2NT em relacdo ao

grupo controle GANT (p=0,6905).

Tabela 32. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo tibial
seccionado (G4ANT = nervo tibial seccionado ou controle; G2NT=
neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm ; X = média aritmética; U-

valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NT GANT
27 26
27 31
28 29
26 26
24 25
X 26 28
U 10

P(U) 0,6905
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A Tabela 33 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G3NT e
GANT do nervo tibial seccionado. Nao houve reducdo significativa do numero
relativo de densidade de volume de bainha de mielina de G3NT em relacdo ao

grupo controle GANT (p=0,6905).

Tabela 33. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo fibular
seccionado (GANT = nervo tibial seccionado ou controle; G3NT=
neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética; U-

valor tabelado de U e p(U)-valor de p).

G3NT GANT
40 26
25 31
26 29
30 26
18 25
X 28 28
U 10

P(U) 0,6905
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A Tabela 34 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G2NT e
G3NT do nervo tibial seccionado. Nao houve reducédo significativa do numero

relativo de densidade de volume de bainha de mielina entre os grupos (p=1).

Tabela 34. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo tibial
seccionado (G2NT=neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25cm; G3NT=
neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,50cm ; X = média aritmética; U-

valor tabelado e p(U)-valor calculado).

G2NT G3NT
27 40
27 25
28 26
26 30
24 18
X 26 28
U 12

PU) 1
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A Tabela 35 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G1NT e
G2NT do nervo tibial seccionado. Houve reducéao significativa do namero relativo
de densidade de volume de bainha de mielina de GINT em relacdo ao grupo

G2NT (p=0,0079).

Tabela 35. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo tibial
seccionado (G1NT=neurorrafia término-lateral; G2NT=neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,25cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor calculado).

GINT G2NT
35 27
46 27
45 28
42 26
42 24
X 42 26
uo

P(U) 0,0079
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A Tabela 36 evidencia a porcentagem de densidade de volume e a média
aritmética da densidade de volume de bainha de mielina nos grupos G1NT e
G3NT do nervo tibial seccionado. Houve aumento significativo do numero relativo
de densidade de volume de bainha de mielina de GINT em relacdo ao grupo

G3NT (p=0,0159).

Tabela 36. Densidade de volume (mm?2) de bainha de mielina no nervo tibial
seccionado (G1NT=neurorrafia término-lateral; G3NT=neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,50cm; X = média aritmética; U- valor tabelado e

p(U)-valor calculado).

GINT G3NT
35 40
46 25
45 26
42 30
42 18
X 42 28
uil

P(U) 0,0159
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A Figura 14 representa a comparacgdo da media da densidade de volume de

axonios, endoneuro e bainha de mielina nos grupos G1INF, G2NF, G3NF e GANF

do nervo fibular seccionado.
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Figura 14. Comparagéo da média aritmética da densidade de volume do nervo fibular seccionado.

A Figura 15 representa a comparacdo da meédia aritmética da densidade de

volume de axbnios, endoneuro e bainha de mielina nos grupos G1NT, G2NT,
G3NT e G4NT do nervo tibial seccionado.

1
0,42
0.9 / 0,28 0,26
0.8 0.28
0,7
Q.54
0,6 | e ﬁ_u k
05 : T 037
0,4
0,3
0,23
0,2
, \ 0,1 0,12 o 0,16
0,1 ———
0
GANT G3NT G2NT GINT

=== Bainha
=== Endoneuro

 AXONIO

Figura 15. Comparagéo da média da densidade de volume do nervo tibial seccionado.
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I1l. Andlise da Massa Muscular

Na avaliacdo do peso dos musculos ressecados (Figura 12) houve
diferenca estatisticamente significativa entre G1 e G4N (normalidade) com
p=0,2222; G2 e G4N (normalidade) com p= 0,0079; G2 e G4D (desnervacdo) com
p= 0,0079; G3 e G4N com p= 0,0079; G3 e G4D com p=0,0079 e G4AN e G4D
com p= 0,0079. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre G1 e G2

com p=0,2222; G1 e G3 com p=0,0556 e G2 e G3 com p=0,0952.

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20 .
0,00 \ ‘
G1 G2 G3 G4 N G4D

Figura 16. Média aritmética da massa (em g) do musculo tibial cranial em todos os grupos.
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DISCUSSAO

Os objetivos do presente estudo foram determinar a densidade de volume
de axonios, de endoneuro e de bainha de mielina de nervos fibular e tibial nas
diferentes areas de anastomoses ap0s neurorrafias término-lateral e latero-lateral.
Ainda, fez-se comparacdo do peso do musculo tibial cranial apés execucdo das
diferentes técnicas de neurorrafia.

Lesbes dos nervos periféricos do tipo neurotmese ndo apresentam
regeneracdo espontanea, por isso ha a necessidade de intervencao cirtirgica.® A
técnica de reparacao primaria, isto €, a realizada imediatamente apds a seccéo do
nervo, constitui-se na melhor opcao, a depender do tipo de lesgo.“?

Na neurotmese, acontece a solucédo de continuidade devida a transeccao
completa do nervo, o que a torna a forma mais grave de lesdo e,
consequentemente, a que mais chama a atencao dos estudiosos. Estes produzem
diferentes protocolos visando a reparacdo da lesdo devido a dificuldade
encontrada para a recuperacao nervosa. ®¢4012%

Devem-se considerar varios fatores para regeneracao nervosa dentro de
um ambiente adequado para sustentar o crescimento do axénio, assim como a
capacidade de regeneracdo do proprio neurdnio apds a lesdo. Sabe-se que 0s
componentes neurais ndo sdo 0s mais importantes na regeneracdo neural; 0s
componentes ndo-neurais organizam a regido lesada, direcionam o crescimento

dos ax6nios e s&o responsaveis pela producéo de fatores de crescimento. ©
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A falta de estimulo nervoso ao 6rgao alvo leva a alteracfes degenerativas
e isso pode ser irreversivel com o passar do tempo. Pode ocorrer o
desaparecimento das placas motoras, consequentemente atrofia dos musculos e
posterior fibrose. Baseado nisso € que se preconiza a reinervacao em, no maximo,
trés meses apds o trauma.“? Fawcett e Keynes *?? afirmaram que entre as
causas do insucesso estéo a falha na regeneracédo do axénio, qualidade do nervo
regenerado, a inervacdo incorreta dos orgaos-alvo e o tempo decorrido até o
tratamento.

A reparacdo microcirargica teve avancos consideraveis nas ultimas
décadas, mas, mesmo assim, continua a ser um desafio para o0s
pesquisadores.®’'?) O conhecimento do tipo de lesdo e das alteracdes que
acontecem nas estruturas relativas ao local da lesdo é imprescindivel. #2329 por
exemplo, a degeneracao walleriana que ocorre no axénio do coto proximal até o
nédulo de Ranvier mais proximo tém diversos mecanismos relacionados as
respostas induzidas por fatores neurotréficos.*®!?® A ativacdo das células de
Schwann é uma das mais importantes.®?412%

As alteracdes metabdlicas do corpo celular, assim como sua
reorganizacao estrutural, devem-se aos fatores de crescimento neurotroficos e
fatores neurotroficos ciliares, que sdo gerados pelas células de Schwann. Ha,
entdo, grande cromatolise e 0 consequente aumento das proteinas
citoplasmaticas, o ingurgitamento celular, o deslocamento do nucleo para a
periferia e sucede a dispersao dos ribossomos com degeneragcao da substancia de

Nissl. O metabolismo celular acelera e aumenta a expressdo dos genes que
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sintetizam proteinas, como a actina e a tubulina, colaborando, inclusive, para a
regeneracao do citoesqueleto do axdnio.®!?®

No coto distal, ocorrem as primeiras modificacbes, comandadas pelo
aumento das atividades de proteinases e lipases, que terminam por desintegrar o
axonio e a bainha de mielina.® Forma-se, no local da lesdo, um cone de
crescimento e ha a reestruturacdo da matriz extracelular.®*® As células de
Schwann proliferam, exprimindo as moléculas adesivas e neurotrofinas.® Essas
células sdo responsaveis, entdo, por direcionar os axdnios em regeneragao, *2512"
liberar fatores de crescimento nervoso e promover o brotamento axonal
sensoriomotor.*1%128)

A neurorrafia término-terminal € a técnica de escolha quando ha
proximidade dos cotos proximal e distal, uma vez que seus resultados sao
considerados melhores para a regeneracdo. Esta técnica, chamada técnica
convencional, é realizada com pontos de fio de seda microcirtrgicos ®*?9- Mas
existem situacdes em que o acesso a um dos cotos € dificultada e, em geral,
conduzem a resultados pouco promissores, devido a tensdo causada pelo fio de
sutura.(1°6'13°'131)

As neurorrafias témino-laterais oferecem, teoricamente, dois beneficios.
Primeiro, ndo sacrifica o nervo doador onde repousa o nervo defeituoso. Segundo,
ao suturar o coto distal do nervo injuriado a lateral de um nervo doador higido,
promove-se recuperacao e prevencéo de atrofia da placa motora. 43

Viterbo et al. 1% introduziram a neurorrafia término-lateral sem les&o do

nervo doador e verificaram que nao houve quaisquer tipos de danos ao nervo
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higido, considerado aqui como doador. Relataram, também, um novo fendmeno,
ou seja, 0 crescimento dos axdnios do nervo intacto em direcdo ao coto distal do
nervo receptor.

As neurorrafias término-laterais com neurectomia parcial foram testadas,
sendo aprovadas por alguns autores. (>130133137) Eptretanto, a técnica de
neurectomia junto ao nervo higido pode causar fibrose e interromper a passagem
do estimulo nervoso. 13139 No presente estudo, a neurorrafia efetuada no grupo
G1, similar & recomendada por Viterbo, % sem janela cirGirgica no nervo higido,
ou doador, obteve resultados satisfatorios, corroborando com os achados destes
pesquisadores. Muito embora, Souza **? em seu experimento com neurorrafia
término-lateral, com e sem a presenca de janela epineural, consideraram as
diferencas encontradas como néo significantes. Concluiram, também, que ambas
as técnicas ndao promovem remielinizacéo suficiente.

No estudo em questdo, para contornar a possivel interferéncia nas
atividades motoras do coto distal por crescimentos de brotos axonais originarios
do coto proximal, foi inserida, como preconizado por estudos ja
realizados, 139141 3 extremidade do coto proximal do nervo fibular em musculo
adjacente, para que este, ao estar em um local isolado, ficasse impossibilitado de
incorrer em ramificagcbes que, ao atingir o coto distal, poderiam alterar os
resultados.

Neurorrafias latero-laterais, por sua vez, independem da distancia entre os
cotos e tém sido apontadas como alternativas viaveis a enxertos nervosos, 4%

uma vez que podem promover recuperacao tanto sensitiva quanto motora. %
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Nestas, grande numero de brotos axonais do nervo doador podem ser
capazes de atravessar a area de contato e promover a atuacdo de fatores
neurotrépicos ao crescimento axonal do nervo receptor, ® com resultados
similares aos das neurorrafias término-laterais. 4344

Os fatores neurotroficos atuam diretamente sobre o metabolismo celular
ou de forma indireta sobre as células de Schwannn, que séo consideradas células
de suporte. Alguns destes fatores, que incluem o fator de crescimento neural
(NGF), fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF), fator neurotrdéfico ligado a
insulina e fator neurotrofico ciliar, agem como estimulantes para haver o
crescimento dos brotos axonais.®

Ademais, os brotamentos axoplasmaticos sdo capazes de atravessar o
epineuro higido, o que vém corroborar outros estudos “** uma vez que o niimero
de brotos de axbénios em crescimento, medidos em milimetros quadrados,
demonstra a capacidade de crescimento do axdnio de maneira confiavel. 4147
Isto contradiz alguns estudos, onde se acreditava que s6 haveria bons resultados
se houvesse a confecgcdo de uma neurectomia parcial para o crescimento neural
se efetivar.’%®1*®) Ainda, a auséncia de seccdo cirrgica do nervo intacto, ou
doador por contato, minimiza riscos relacionados as disfungbes em tecido-alvo,
atrofia neural ou formacao de neuroma indiferenciado, associado a dor local.®*®

No presente estudo, os animais utilizados foram ratos machos (Rattus
norvegicus) da linhagem Wistar, escolhidos por ser a espécie mais utilizada na

literatura *°? e, assim, seus dados possibilitam comparaces. Sua escolha se

deve facil obtencéo, a alta velocidade de regeneracao nervosa funcional, ao baixo
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custo e a facilidade de manejo.®® Além disso, por ocuparem pouco espaco,
facilitam estudos de longa duracao.®®?

De acordo com Viterbo,'® ratos apresentam estruturas anatdmicas
adequadas para estudos sobre neurorrafias e regeneracdo muscular. Ratos Wistar
tém sido utilizados em muitos estudos experimentais com neurorrafia término-
latera|(10%128:130.140.152:1%6) - agpacialmente ratos do sexo masculino, que s&o
conseguidos mais facilmente, porque fémeas sdo normalmente utilizadas como
matrizes. Além disso, machos sdo menos suscetiveis a acdo dos horménios
adenohipofisarios e horménios gonadais, como o0 estrégeno e a progesterona.
(157.158) pesquisas tém mostrado que hormdnios sexuais exercem efeitos
neurotréficos em varias regides do sistema nervoso adulto, incluindo aquelas ndo
especificamente envolvidas com reproducdo, como o brotamento de axénios
sensoriais mielinicos. %

O uso de pontos simples, com fio de mononylon 10.0, tem apresentado

resultados satisfatérios no reparo de nervos periféricos, 40169

principalmente por
causar menor lesdo tecidual secundaria, devido ao calibre reduzido do fio de
sutura.*®11%2 Acredita-se que as fibras mielinizadas contidas no nervo receptor
descenderiam do brotamento lateral secundario a lesdo provocada no ato
cirdrgico, que ocorreria durante a realizacdo da epineurectomia ou no proprio
processo de sutura, ‘% e existe concordancia que a sutura epineural é de facil e

simples execug&o, com um numero menor de pontos, o que diminui o traumatismo

causado ao tecido nervoso. “%1%41%) por jsso, segundo este principio foi utilizado
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o fio de sutura 10.0 com a mesma quantidade de pontos de sutura, com diferenca
apenas no tamanho da area de contato com o nervo higido.

Estudos indicam a presenca de ax6nios em regeneracdo, mesmo que em
menor numero e sem a realizacdo da janela epineural. Também ha a presenca de
fibras nervosas e de células de Schwann, com aspecto degenerativo. Isto leva a
crer que sao resquicios da propria degeneracdo walleriana, que ocorre no nervo
apos um trauma. Os fatores neurotréficos presentes na degeneracdo walleriana
criam um ambiente propicio para que os axbénios se desenvolvam, ao longo do
gradiente destas substancias, em todo o trajeto do coto distal.***16¢169 gygere-

se, (0

gue estes efeitos também acontecem por meio da via paracrina ou
autocrina, em células ndo sensoriais do coto distal e ndo por efeitos diretos nos
axbnios em regeneracao.

Com o intuito de investigar esta hipbtese, laminas para avaliacédo
histoldgica, em estudo foram obtidas no sitio imediatamente distal a coaptacao do
nervo receptor. Em alguns casos, ficou demonstrada a presenca de brotamento
axonal secundario & pequena area de lesdo. ®® Contudo, ndo houve correlacdo
positiva entre estas lesdes e um maior nimero de fibras mielinizadas. **¥

No presente estudo, a respeito das mensuracbes efetuadas no nervo
fibular, constatou-se, quanto a densidade de volume de axbnios do corte
transversal, que todas as técnicas cirargicas apresentaram resultados
semelhantes entre si e quando comparadas com o0 grupo controle, apenas a

técnica latero-lateral com 0,50cm mostrou contagem mais baixa que 0 grupo

controle, conforme Tabela 03. Ja em relacdo a densidade de volume de
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endoneuro, péde-se observar que as técnicas de reparo latero-lateral com 0,25cm
e latero-lateral com 0,50cm apresentaram maior densidade de volume que o0 grupo
controle, conforme Tabela 08 e 09, embora tenham se mostrado similares quando
comparadas uma com a outra, conforme Tabela 10. Apenas a neurorrafia término-
lateral mostrou-se sem reducéo estatisticamente significante em comparacédo ao
grupo controle, conforme Tabela 07. Esta mesma técnica de reparo ainda revelou
uma densidade de volume menor que a latero-lateral com 0,25cm, mas sem
diferenca significante quando comparada a latero-lateral com 0,50cm.
Diferentemente ocorreu com a densidade de volume de bainhas de mielina.

Também no presente estudo, todas as técnicas de reestruturacdo nervosa
apresentaram diminuicdo da densidade de volume de bainha de mielina em
relacdo ao grupo controle, mas néo apresentaram reducdo significativa quando
comparadas umas com as outras, conforme Tabelas 13-18. Resultados similares
foram descritos por Franco @’ nos cortes distais as cirurgias de neurorrafia com
reestruturacao do nervo fibular.

Quanto as mensuracdes realizadas para o nervo tibial no presente estudo,
com relacdo a densidade de volume de ax6nios, todas as técnicas cirurgicas de
reparo apresentaram reducdo de densidade quando comparadas ao grupo
controle, e quando comparadas entre si, a técnica término-lateral apresentou
maior densidade de volume que ambas as técnicas latero-laterais, conforme
Tabelas 23 e 24. Estas ndo apresentaram diferenca estatistica em comparacéo a
seus 0,25cm e 0,50cm de sutura, conforme Tabela 22. Sobre o numero de

densidade de volume endoneuro as técnicas latero-laterais apresentaram maior
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densidade volume que o grupo controle, enquanto a técnica término-lateral ndo foi
estatisticamente diferente, conforme Tabela 25. E quando comparadas entre si ha
menor contagem de densidade de volume de endoneuro na técnica término-lateral
do que em ambas as técnicas latero-laterais, sendo que estas ndo apresentaram
diferenca entre elas, conforme Tabela 28.

Em relacdo a densidade de volume de bainha de mielina, a neurorrafia
término-lateral apresentou maior média aritmética em relacdo ao grupo controle,
enquanto que a neurorrafia latero-lateral ndo se diferenciou do grupo controle,
conforme Tabelas 31, 32 e 33. Quando comparadas entre si, quanto a densidade
de volume de bainha de mielina, apenas se destacou a técnica término-lateral
guando comparada com a neurorrafia latero-lateral com 0,50cm. O mesmo nao
ocorreu com a neurorrafia latero-lateral de 0,25cm e nem entre as duas
neurorrafias latero-laterais, conforme Tabela 34. Isso contrasta com Souza 49
que verificou um numero reduzido de fibras remielinizadas em seu estudo com
neurorrafia término-lateral. Muller e Viterbo “’® | em seu estudo com outros grupos
de nervos periféricos reestruturados com neurorrafia término-lateral, também
encontraram reducdo no numero de axbnios, porém com resultados positivos nos
testes de flexdo muscular.

Pode-se que, neste estudo, as trés técnicas cirurgicas (neurorrafia latero-
lateral com rafia de 0,25cm, neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,50cm e a
neurorrafia término-lateral) comportaram-se de maneira semelhante na coeséo do
nervo periférico, mostrando de uma maneira geral uma diminuicdo da densidade

de volume de axbnios e de bainha de mielina, conforme Tabelas 13,14 e 15, e um
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aumento da densidade de volume de endoneuro em comparacdo ao grupo
controle, com quadro similar em ambos o0s nervos fibular e tibial , conforme
Tabelas 7,8,9,25,26 e 27. Apesar disto, na pesagem de massa dos musculos
dissecados, observou-se menor massa no musculo totalmente desnervado em
comparacao com o dos nervos reestruturados , conforme Figura 16, o que sugere
melhora no tbnus muscular, e assim pode indicar retorno de fungcdo sensitivo-
motora, embora esta massa ainda seja menor que a dos musculos do grupo
controle ndo operado. Observou-se equivaléncia na massa muscular entre as
diferentes técnicas de neurorrafia no estudo em questdo, e fato semelhante foi
detectado em outros estudos. (16171172

Com relacdo a analise estatistica, o Teste de Mann-Whithey é uma
alternativa ndo paramétrica ao Teste t de Student para a diferenca de médias.
Este é o teste de escolha para a comparacdo de dois grupos cujos fatores de
variacdo sao independentes. No presente estudo, os resultados obtidos foram
categorizados como ndo gaussianos na analise estatistica inicial. Os grupos
mostraram ter a mesma distribuicdo e foi adotado como hip6tese nula quando as
médias eram iguais para os dois grupos.***?? cada ntimero de estruturas obtidas
na analise histologica foi categorizado em porcentagem, a compor uma variavel
guantitativa em condicdo ndo paramétrica e eram independentes entre si. Além
disso, as comparacdes deram-se sempre entre dois grupos de cada vez,
verificando suas diferencas. Assumiu-se ainda que 0s grupos comparados nao
possuem a mesma variancia. Assim se justifica a escolha do teste de Mann-

Whitney para a analise estatistica.
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Quanto a analise estereoldgica, 0 presente estudo utilizou um sistema de
testes normalmente composto por pontos-teste ou linhas-teste sobre uma imagem
conhecida, denominada &rea-teste.**® O objetivo principal da Estereologia é
entender o arranjo tridimensional no interior da estrutura se baseando na analise
de cortes que mostram apenas informacgfes bidimensionais. Nado se propbe a
obtencdo de um numero exato na quantificacdo de células, que deve ser
entendida de maneira estatistica. Normalmente o0s estudos estereologicos
comparam quantidades entre diferentes grupos, devendo o material ser preparado
de maneira equivalente. Por meio de comparacéo, se a distor¢cdo pertinente ao
preparo do material e corte das laminas for a mesma para todos 0s grupos
(método padronizado de preparo e corte), teoricamente ndo se faz necessario
realizar correcdes matematicas das distorcdes. 2114

A técnica estereoldgica estima a densidade da amostra, sendo que 0s
parametros mais frequentemente estimados sdo a densidade da area e a
densidade numérica por area. A acuracia do calculo se baseia em principios
estatisticos (tamanho da amostra, aleatorizacdo e isotropia do tecido).®"®

Segundo trabalhos consagrados *!#!'®

, para serem utilizados os métodos
estereoldgicos, os cortes analisados devem ser isotropicos, ou seja, os diversos
elementos que o constituem devem estar distribuidos ao acaso e
homogeneamente no espaco. Dessa forma qualquer corte bidimensional, aleatério
e uniformemente isotropico, passa a ser representativo de um todo tridimensional,

independentemente da direcdo em que esse corte seja realizado. %118
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Em Estereologia, a digitalizacdo da imagem converte imagens de tecidos
numa forma numeérica de pixels. Para a obtencdo de medidas validas € necessario
correlacionar o numero de pixels com um sistema métrico. Para isso, no presente
estudo, dispOs-se de software especializado na andlise estereoldgica. A area da
estrutura foi obtida quando se fez o delineamento, ao contornar o campo de
interesse com ferramentas especificas do programa de computador, que depois a
calculou de acordo com o numero de pixels capturados. O comprimento foi
mensurado com o desenho de uma linha reta na estrutura, e o programa calculou
pela linha de pixels o correlato comprimento.™

Em Estereologia, o objeto de interesse deve ser dividido do plano de fundo
pela funcdo de segmentacao do programa. Segmentacao € o processo onde cores
na imagem sao identificadas e entdo isoladas. Os objetos que irdo ser
segmentados devem conter cores que se diferenciem do tecido remanescente
para facilitar a selecao que sera feita pelo programa. Além disso, para estimar as
quantidades estereoldgicas absolutas € necessaria a estimativa do volume de toda
a estrutura.*”® No estudo em questdo, o parametro estereoldgico considerado
para o estudo dos nervos periféricos (axdnios, endoneuro e bainha de mielina) foi
a densidade de volume, estimada pela técnica de Chalkley. 2

Na analise dos nervos deste estudo, procedeu-se a contagem de pontos de
cada um dos fasciculos nervosos incidentes em cada grade de Weibel. **® As
grades estereoldgicas, ou sistemas-teste, facilitam o emprego dessa metodologia.
As grades séo figuras, geralmente retangulares, de area conhecida, contendo em

seu interior um numero predeterminado de pontos e segmentos de retas ou de
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arcos cicloides, que podem ser sobrepostas as estruturas analisadas para a
contagem de pontos e interse¢des das linhas que caem sobre o elemento em
estudo, como o que ocorreu no presente estudo. A escolha da grade depende da
experiéncia do pesquisador com seu uso ou do tipo de analise que se deseja
realizar. " Devido a experiéncia na sua utilizacéo foi selecionada para o estudo
a grade de Weibel. 1*®

Com relacdo a atualidades em neurorregeneracdao, outros trabalhos
revelam numeros importantes na quantificacdo do reparo neuronal. Sabendo-se
gue um importante evento para o reparo do nervo injuriado consiste na
Degeneracdo Walleriana (DW), que inclui o colapso do citoesqueleto dos
neurénios, a fragmentacdo dos axonios, a quebra da bainha de mielina e a
remocdo dos debris por células de Schwann e macrofagos. As interacdes
espaciais e temporais entre estas duas células sdo importantes para promover um
microambiente favoravel & proliferacdo e maturacéo de novos axdnios. ">

Como resposta apropriada a perda dos axonios, as células de Schwann se
indiferenciam em um estagio anterior com maior metabolismo, proliferam e
formam uma estrutura denominada bandas de Blngner, que servem como tubos-
guia para a regeneracao das fibras nervosas. Aléem disso, elas podem ser
induzidas por macrofagos para mudar sua expressao de diversas moléculas
neurotropicas e neurotroficas. Assim, durante a DW macréfagos e células de
Schwann expressam moléculas pro-inflamatorias como interleucina 1-B (IL-1B),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e

fator de crescimento tumoral B (TGF-B).*""
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Pode-se dizer, entdo, que a quantificacdo do numero de células de
Schwann e macréfagos sao importantes para a qualificacdo do reparo nervoso,
bem como sua disposicdo no local de reparo, para a identificacdo da estruturacao
da banda de Bungner. Pode-se, assim, evidenciar o numero de células envolvidas
na fagocitose da bainha de mielina por meio de coloracdo de Sudan Black (que
revela os produtos de degradacdo mielinica) e realizar uma marcacdo de
fluorescéncia com microscopia confocal para posicionar e diferenciar as células de
Schwann e os macréfagos nas diferentes etapas da DW e da reestruturacao
nervosa. Também se pode realizar marcacdo imunohistoquimica das proteinas
pré-inflamatérias nos diferentes tempos de reparo. 77178

Além disso, outro achado importante relacionado a neurorregeneracao
consiste na producao de fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2, bFGF) e a
proteina ligante de Ca++ S1000R, expressos pelas células de Schwann dos nervos
e por células satélites do ganglio da raiz posterior (espinal). Estudos recentes
indicam a importancia das moléculas nos mecanismos paracrinos relacionados a
manutencdo neuronal e a plasticidade de neurbnios periféricos motores e
sensoriais*’® Estas moléculas podem ser identificadas por imunohistoquimica e
western blot e caracterizariam uma resposta de reparo do tecido lesado,
quantificada pela concentracdo destas proteinas.

Em virtude do ineditismo do estudo em questdo, pesquisas adicionais com
imunuhistoquimica seriam contributivas e trabalhos adicionais ainda sao
necessarios para elucidacao da forma de atuacao do reparo nas células nervosas

em neurorrafias. De modo efetivo, o presente estudo contribui em demonstrar,
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estereologicamente, a similaridade de resultados para neurorrafias término-lateral

e latero-lateral.



CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Em estudo experimental estereoldégico comparativo entre neurorrafias, a
densidade de volume de axdnios, endoneuro e bainha de mielina de nervos tibial e
fibular do mesmo modo que a massa muscular pés-cirargica se mantém equitativa
em neurorrafias término-lateral e latero-lateral, independentemente da area de
anastomose de contato.

Pode-se inferir, como opc¢des de reparo cirdrgico, tanto a neurorrafia
término-lateral que recupera e previne a atrofia de placa motora quanto a

neurorrafia latero-lateral que independe da distancia entre os cotos nervosos.
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ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo na Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA-
FAMERP).

Comissao de Etica na
Experimentagéo Animal

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
eEEn Comisséo de Etica na Experimentagdo Animal - CEEA

FAMERP FAMERP Autarquia Estadual, Av, Brig. Faria Lima 5416 CEP 15050.000 Tel. 3201-5700 $.J.Rio Preto/ 8P

.CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Técnicas de Neurorrafia:
Estudo estereolégico axonal comparativo” {Protocolo FAMERP n° 0554/2009), sob
responsabilidade do Prof. Dr. Nagib Pezati Boer, esté de acordo com os principios éticos
estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na Resolugdo n° 714/2002 e foi aprovado pela
Comiss&o de Etica na Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Sdo José do
Rio Preto (CEEA-FAMERP).

Lembramos ao senhor pesquisador a necessidade de relatério completo ao final

do estudo.

We certify that Project entitled “Neurorrhaphy techniques: comparative stereological axonal
study” (Protocol n° 0554/2009), agrees with the Ethical Principles for Animal Research
established by Brazilian law n®11 794/2008 and Resolution n°® 714/2002 and was approved by the
Institutional Committee for Ethics in Animal Research of Faculty of Medicine from S&o José do Rio
Preto (CEEA — FAMERP) on February 12, 2009.

S3o José do Rio Preto, 13 de fevereiro de 2009.

. 4 CﬁL

Profa. Dra. Cristiane Damas bll
Presidente Da CEEA — FAMERP
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Anexo 2. Resumo enviado para apresentacdo no XXV Congresso Brasileiro de

Anatomia, de 03 a 06 de outubro de 2012 em Salvador (Bahia).

TECNICAS DE NEURORRAFIA: ESTUDO EXPERIMENTAL ESTEREOLOGICO
AXONAL COMPARATIVO

Boer NP, Batigélia F, Toyonaga LE*, Marcatto G

Disciplina de Anatomia Clinica da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto —
SP (FAMERP)

RESUMO

Lesbes que acometem nervos periféricos podem ser reparadas por meio de
neurorrafias (ou suturas entre nervos ou partes de um mesmo nervo). Opcoes
cirdrgicas mais indicadas para reconstrucdo nervosa incluem anastomose término-
lateral ou latero-lateral. Inexistem, até o momento, estudos que correlacionem
Estereologia (procedimentos geométricos estatisticos para obter informacGes de
estruturas tridimensionais a partir de imagens bidimensionais) e neurorrafias. O
objetivo do presente estudo foi perfazer estudo experimental estereoldgico axonal
comparativo entre neurorrafias término-lateral e latero-lateral. Apos aprovacao ética,
foram estudados 20 ratos machos Wistar, divididos em 04 grupos de 05 ratos cada,
para realizacdo de anastomose entre os nervos fibular e tibial (G1=Neurorrafia
término-lateral; G2=Neurorrafia latero-lateral com rafia de 0,25 cm; G3=Neurorrafia
latero-lateral com rafia de 0,5 cm; e G4=Controle de Normalidade). Fragmentos de
nervos foram fixados em formaldeido a 10%, incluidos em parafina e corados com
Tricomico de Masson para determinacao da densidade de volume de axdnios, em cada
grupo, por meio do Programa Image Pro Plus versdo 6.0 e aplicacdo do teste nédo
paramétrico de Mann-Whitney. Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre os grupos, mas sim de todos os 03 grupos de estudo em relagdo ao grupo
controle. Por meio de andlise estereoldgica pode-se inferir, como op¢Oes de reparo
cirargico, tanto a neurorrafia término-lateral que recupera e previne a atrofia de
placa motora quanto a latero-lateral que independe da distancia entre os cotos
Nervosos.

Palavras-chave: Anatomia; Nervo; Neurorrafia; Estereologia.
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Anexo 3. Artigo End-to-side loop Neurorrhaphy: AXONAL COMPARATIVE

STEREOLOGICAL STUDY

End-to-side loop Neurorrhaphy: AXONAL COMPARATIVE STEREOLOGICAL
STUDY

Author's name: Humberto Regis de Paula FALEIROS, Fausto VITERBO, Nagib
Pezati BOER, Fernando BATIGALIA, Ana Claudia Polli LOPES, Ana Luisa Ricci
BOER.

Author's deqgree

Mailing address: nagib.pezati@terra.com.br

Abstract: Accidents or diseases can affect the peripheral part of the nervous
system, which raises clinical and surgical therapies, among others. In this context,
the technique of end-to-side neurorrhaphy is a treatment option, yet its modification
loop needs some additional efficacy studies. The purpose of this study was to
compare, amongs rats, stereological results (axons volume density) after end-to-
side neurorrhaphy and after end-to-side loop neurorrhaphy. Thirty Wistar rats were
used, divided into six groups (five animals per group), consisting of two control
groups (for the fibular and tibial nerves), two study groups for the fibular nerve (one
with an end-to-side neurorrhaphy, and the other with an end-to-side loop
neurorrhaphy) and two study groups for the tibial nerve (with an end-to-side
neurorrhaphy and the other one with an end-to-side loop neurorrhaphy). After 180
days, all groups were sacrificed for axonal stereological analysis (volume density)
in distal nerve stumps. There was significant maintenance of neuronal-axonal
density in the distal stumps to neurorrhaphy (p <0.005) compared with the normal
stumps. The end-to-side loop neurorrhaphy is a therapeutic option as suture
technique after complete nerve section, in order to restore most of the axonal
functional integrity.

Keywords: Nerve; Axon; Stereology; Neurorrhaphy.
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INTRODUCTION

The broader understanding of anatomophysiology of nerve
regeneration has provided significant advance in functional outcomes by improving
surgical techniquesl in recent years, strictly related to the axons integrity,
Schwann cells (or neurolemmocytes) and the basement membrane of peripheral
nerves2-5.

When a peripheral nerve is sectioned, the molecular changes start and affect
the central and peripheral cells®. The distal stump of the injured axon disintegrates
and undergoes Wallerian degeneration, and the action of proteolytic enzymes
present in the axoplasm desintegrates neurofilaments and microtubules, whilst the
rest of the axon is digested by macrophages’”.

After nerve section, there is also induction of increased mitotic activity of
Schwann cells and proliferation of surface receptors of neuronal growth factor (or
NGF), which constitute the columns of Bugner. These structures help the growth of
nerve sprouts that are formed in the proximal stump of the injured axon, traversing
the area of injury and cause a growth cone that determines the direction of the
nerve growth?®.

In the functional process of nerve repair, consecutively, the
axons overlap between the plasma membrane of Schwann cells and the
corresponding basement membrane and form the myelin sheath. At the same
time, there is a reorganization of coatings of nerves tracts (epineurium,
perineurium and endoneurium), as well as in the blood vessels, in order to
restore local homeostasis™.

Following the nerve trunk lesions, the peripheral fibers have a daily
regeneration speed of 1 mm'!, depending on neurophysiological and surgical
factors. The probability of success for axonal growth depends on the length of the
gap, which is space among the nerve stumps, caused by nerve injury*?. The

surgical reapproximation of the nerve stumps is called neurorrhaphy***“.
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The first descriptions of the neurorrhaphy was related to the alignment of the
axonal conduits by direct suture of the injured stumps (or end-to-side
neurorrhaphy)®® in the nineteenth century. In the same century, another surgical
option was to make the distal stump of a nearby intact nerve available to be sutured
in a perpendicular direction to the injured nerve (or end-to-side neurorrhaphy),
initially used in cases of hemifacial spasm or painful neuromas®. Another
alternative of repairing the end-to-side technique was created, which was called
latero-lateral neurorrhaphy (or approximation with the suture of the lateral faces of
two nerves)®’.

However, initial attempts to induce axonal growth by means of neurorrhaphy
techniques have produced disappointing outcomes, which minimized its express
indication for nearly a century*®. On the other hand, in the early 1990s, comparative
electrophysiological experimental studies have demonstrated muscle reinnervation
after end-to-side neurorrhaphy, which led to resurgence of interest in this technique,
as well as the development of new surgical options®®. Thus, the crossover
neurorrhaphy techniques emerged (or the use of contralateral nerve as a source of

axonal donor)'**92

and loop neurorrhaphy (end-to-side suture after total circular
involvement of the injured nerve trunk)*’ .

Since the improvement of microsurgical techniques has proven essential for
the rehabilitation of injured nerves® and ideas related to the use of adjacent healthy
nerves have aroused great interest among surgeons'’, the purpose of this present
study is to compare stereological results (axons volume density) after end-to-side

neurorrhaphy and after end-to-side loop neurorrhaphy in rats.

MATERIAL AND METHODS

After approval by the Ethics Committee Number , 40 male Wistar rats were

studied, all of them from albinus variety, weighing between 200 and 250g with an
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average of 20 weeks of age. The animals were provided by the Central Animal
Laboratory of the Paulista State University (UNESP), at Botucatu campus.

Anesthesia was induced by intraperitoneal injection of pentobarbital (30 mg /
kg) and, later, the rats were ventrally positioned.

After trichotomy in the posterior side of the right hind limb, a 4-cm incision
was made composed of skin, SCT and the adjacent muscle to expose the right
sciatic nerve and its fibular, tibial and sural branches.

The procedure was performed under surgical DF Vasconcelos microscope

with 10x magnifications, and neurorrhaphy were performed with mono nylon 10.0.

The 20 rats were divided into four distinct groups of ten rats each as follows:
1. Group 1 (normal control group), the sciatic nerve and its fibular and
tibial branches were exposed, but they were kept intact and the
incision was sutured by planes again. This group represented the
normal control of tibial and fibular nerves (Figure 1)

2. Group 2 (control group of fibular nerve denervation), the sciatic nerve
and its tibial and fibular branches were exposed. The fibular nerve
was sectioned and its proximal and distal stumps were sutured in
different and distant muscular groups through a nylon 6.0 single
stitch. The tibial nerve remained intact. This group represented the
control group of the fibular nerve denervation (Figure 2).

3. Group 3 (end-to-side neurorrhaphy): The fibular nerve was sectioned
and its proximal stump was buried inside the adjacent musculature
through a nylon 6.0 single stitch. The distal stump extremity was
sutured to the tibial nerve by end-to-side suture with three mono
nylon 10.0 simple stitches, without removing the epineurium (end-to-
side neurorrhaphy - Figure 3).

4. Group 4 (end-to-side loop neurorrhaphy): The fibular nerve was
sectioned and its proximal stump was buried inside the adjacent

musculature by a nylon 6.0 single stitch. The distal stump completely
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wrapped round the tibial nerve and then the stump was sutured to
itself with three mono nylon 10.0 simple stitches. (end-to-side loop

neurorrhaphy - figure 4 and 5).

Group 1

i Ll
|Iw l\lﬂlﬂl]! .

G1FN

Fibilar Tibial
< nerve
nerve

h ||uumh

Figure 1. Normality control. Skin, SCT and muscles were incised and then

=

sutured again.
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Group 2
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Figure 2: Control of the fibular nerve denervation. The fibular nerve was sectioned and its
proximal and distal stumps were sutured in different and distant muscular groups by a
nylon 6.0 single stitch. The tibial nerve remained intact.

Group 3 .
Proximal stump of

fibular nerve
G3PFN

/ |’I4I|I |§|' \x.\'x\’ / -

Tibial nerve

Distal stump of
fibular nerve

G3FN
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b

/
|

]n.‘hu’ i

Figure 3: End-to-side neurorrhaphy. The fibular nerve was sectioned and its proximal
stump was buried inside the adjacent musculature by a nylon 6.0 single stitch. The distal
stump extremity was sutured to the tibial nerve by end-to-side suture with three mono
nylon 10.0 simple stitches, without removing the epineurium.
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Group 4

Ned bl
Donor nerves ‘ '
n. tibial \
Proximal stump of the
G4PEN injured nerve

Distal stump of the injured
nerve
n. fibular

—

Loop neurorrhaphy — [ %
G4TN £ ’
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4 '/- z /

Figure 4. Schematic drawing of the proposed latero-lateral loop neurorrhaphy. The
fibular nerve was sectioned and its proximal stump was buried inside the adjacent
musculature by a nylon 6.0 single stitch. The distal stump completely wrapped round the
tibial nerve and then the stump was sutured to itself with three mono nylon 10.0 simple
stitches.

After the surgical procedures, the rats remained in appropriate cages and
received commercial rat diet and ad libitum water during an interval of six months,
then they were sacrificed by excessive use of anesthetic and nerve fragments were

collected for the study above, as described below.
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Histostereological study

The cranial tibial muscles (innervated by the fibular nerve) and nerve
fragments of approximately 0.5 cm were collected and identified as described

below:

Group G1

G1TN - tibial nerve cross-section. The fibers were counted to obtain a
parameter of normality of the tibial nerve.

G1TN - fibular nerve cross-section. The fibers were counted to obtain a
parameter of normality of the fibular nerve.

G1CT - cranial tibial muscle. It was fully collected and weighed on a

precision scale to obtain a parameter of normality of the muscle weight.

Group G2:

G2FN - distal stump of the fibular nerve cross-section. The fibers were
counted to obtain a denervation parameter of the fibular nerve.

G2PFN - proximal stump of the fibular nerve cross-section. This material
was collected to identify the neuroma in the proximal stump of the injured nerve
and, thus ruling out the existence of possible reinnervation of the fibular nerve
through its proximal stump.

G2CT - cranial tibial muscle. It was fully collected and weighed on a

precision scale to obtain a denervation parameter of the muscle weight.
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Group G3:

G3ESN- end-to-side neurorrhaphy cross-section. This material was
collected the in order to show the nerve sproutings emerging from the donor nerve
(n. tibial) to the receptor nerve (n. fibular).

G3FN - distal stump of the fibular nerve cross-section (distal to
neurorrhaphy). The fibular nerve fibers were counted and compared with normality,
denervation and the latero-lateral loop neurorrhaphy.

G3PFN - proximal stump of the fibular nerve cross-section. This material
was collected to identify the neuroma in the proximal stump of the injured nerve
and, thus, ruling out the existence of possible reinnervation of the fibular nerve
through its proximal stump.

G3TN - tibial nerve cross-section (distal to neurorrhaphy). The material was
collected to identify if there was loss of axons of the donor nerve distal to
neurorrhaphy, compared to the intact tibial nerve (normal control).

G3CT - cranial tibial muscle. Fully collected and weighed on a precision
scale. The weight was compared with the normal group, denervation and latero-
lateral loop neurorrhaphy.

Group 4.

GA4LLN- latero-lateral loop neurorrhaphy cross-section. This material was
collected the in order to show the nerve sproutings emerging from the donor nerve
(n. tibial) to the receptor nerve (n. fibular).

G4FN - distal stump of the fibular nerve cross-section (distal to
neurorrhaphy). The fibular nerve fibers were counted and compared with normality,
denervation and the latero-lateral loop neurorrhaphy.

G4PFN - proximal stump of the fibular nerve cross-section. This material
was collected to identify the neuroma in the proximal stump of the injured nerve
and, thus, ruling out the existence of possible reinnervation of the fibular nerve

through its proximal stump.
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GA4TN - tibial nerve cross-section (distal to neurorrhaphy). The material was
collected to identify if there was loss of axons of the donor nerve distal to
neurorrhaphy, compared to the intact tibial nerve (normal control).

GACT - cranial tibial muscle. Fully collected and weighed on a precision
scale. The weight was compared with the normal group, denervation and end-to-
side neurorrhaphy.

After removal, the nervous fragments TN, FN and PFN were fixed (in
transverse position) in 10% glutaraldehyde and osmium tetroxide 1%, with
inclusion in paraplast, microtome sections with a thickness of 0.5 ym and toluidine
blue staining. The nerve fragments ESN and LLN were stained with Masson's
trichrome and Bielchowiski tecniques.

The cranial tibial muscles were removed and weighed. The weights were
compared among the groups.

For capturing images and stereological calculations, the microscope and
the software Image Pro Plus ® version 6.0 were used, with the adoption of Weibel
stereological grid ®. We considered the actual distance between the 1um stitches
and 20 microscopic fields per histological slide in order to count the absolute
number of stitches on axons, endoneurium and myelin sheath and obtain the
arithmetic mean and volume density calculation. The volume density (Vd) was
estimated by Chalkley technique 21.22. The Mann-Whitney (U Test) was applied
for the statistical analysis, with a 5 % significance level.

RESULTS

Table 01 shows the absolute number of axons and the arithmetic mean of
the fibular nerve in each group (G1FN, G2FN, and G3FN G4FN). There was a
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significant reduction in the number of axons in both groups (and G3FN and G4FN)
compared to the control group (p <0.0001).

Table 02 shows the absolute number of axons and the arithmetic mean of
the fibular nerve in each group (G1TN, G2TN, G3TN and G4TN). There was a
significant reduction in the number of axons in both groups (and G3TN and G4TN)

compared to the control group (p <0.0001).

Table 01. The absolute number count and arithmetic mean of axons in each group
of sectioned fibular nerve (fibular nerve G1FN = control fibular nerve; G3FN = end-
to-side neurorrhaphy with fibular nerve sutured to the tibial nerve; G4FN = loop

neurorrhaphy with fibular nerve sutured to the tibial nerve; X = arithmetic mean).

G1FN G3FN G4FN
708 471 368
590 432 386
603 403 398
593 336 431
607 351 383
608 445 325
598 412 412
615 455 365
589 402 389
602 409 414
X 611 412 387
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Table 02. The absolute number count and arithmetic mean of axons in each
group of sectioned tibial nerve (G1TN = normal tibial nerve; G3TN = distal tibial
nerve to end-to-side neurorrhaphy; G4TN = distal tibial nerve to loop neurorrhaphy;

X = arithmetic mean).

G1TN G3TN G4TN
783 721 751
847 705 706
739 695 710
748 618 691
752 698 695
735 689 708
748 712 701
789 718 697
801 688 712
808 699 718
X 775 694 709

Table 03 shows the volume density (mm2) of axons in each group of the
sectioned fibular nerve (G1FN, G3FN and G4FN). Chart 01 shows the arithmetic
mean of the volume density in each group of the fibular nerve (G1FN, G3FN,
G4FN and denervation group (G2FN)). There was a significant reduction in the
value of the volume density of axons in both groups (G2FN, G3FN, G4FN) in
relation to the control group. (p-value <0.0001). Between G3FN and G4FN, there
was no significant difference (p-value = 0.315). There were significant differences

between the groups G3FN and G4FN compared to the G2FN denervation.
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Table 04 and Chart 02 show the absolute values and the arithmetic mean of
volume density (mmz2) of axons in each group of the sectioned tibial nerve (G1TN,
G3TN and G4TN). There was a significant reduction in the value of the volume
density of axons in both groups (G3TN and G3TN) in relation to the control group.
(p-value < 0,0001). Between G3TN and G4TN, despite the value of (p = 0.0147),
we can not state that the means are significantly different, since all values are

close to the 0.27 mean.

Table 03. Volume density (mm2) and arithmetic mean of axonal volume in each
group of sectioned fibular nerve (G1FN = normal fibular nerve; G3FN = end-to-side
neurorrhaphy with fibular nerve sutured to the tibial nerve; G4FN = loop

neurorrhaphy with fibular nerve sutured to the tibial nerve; X = arithmetic mean).

G1FN G3FN G4FN
0.27 0.14 0.18
0.23 0.14 0.17
0.23 0.14 0.16
0.23 0.13 0.13
0.23 0.11 0.14
0.23 0.13 0.17
0.23 0.16 0.16
0.24 0.14 0.18
0.23 0.15 0.15
0.23 0.16 0.16
X 0.24 0.14 0.16
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0,25 /

0,2 -

0,15 -

0,05 -

GINF G2NF G3NF GANF

Chart 1 Average volume density

1- normal 2- neurorrhaphy side  3- neurorrhaphy end 4 denervation

to side to side

Figures 1 to 4 slide show in korash toluidine blue



129
Anexos

Table 04. Volume density and arithmetic mean of axonal volume in each group of
sectioned tibial nerve (G1TN = normal tibial nerve; G3TN = distal tibial nerve to
end-to-side neurorrhaphy; G4TN = distal tibial nerve to loop neurorrhaphy; X =

arithmetic mean).

G1TN G3TN G4TN
0.30 0.27 0.29
0.33 0.27 0.27
0.28 0.24 0.27
0.29 0.27 0.27
0.31 0.27 0.27
0.29 0.27 0.27
0.28 0.28 0.27
0.29 0.26 0.27
0.30 0.27 0.27
0.31 0.27 0.28
X 0.30 0.27 0.27
0,35 1
0,30 A
0,25 A
0,20 A B GINT
0,15 - B G3NT
W GANT

0,10 A

0,05 A

0,00 -

Chart 02 Volume density of the tibial nerve
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Table 05 shows the weight of the cranial tibial muscle innervated by the
fibular nerve in each of the analyzed groups. Significant reduction in the weight
values in the groups (G2, G3 and G4) in relation to the control group (G1). (p-value

<0.0001). There was no significant reduction between G3 and G4.

Table 05. The weight of the Cranial tibial muscle in each group (G1 = control group
G2 = denervation group; G3 = end-to-side group; G4 = loop neurorrhaphy group; X

= arithmetic mean).

Weight of Cranial tibial muscle in the groups (Q)
Gl G2 G3 G4
0.8085 0.0943 0.6924 0.7606
1.0021 0.1702 0.7511 0.8700
1.0858 0.1112 0.6100 0.8191
1.1881 0.1045 0.7708 0.5704
1.0665 0.0810 0.6860 0.7281
0.9329 0.1372 0.7187 0.7746
0.9965 0.0928 0.7341 0.6804
1.0352 0.1155 0.7235 0.9636
0.8910 0.0952 0.3312 0.6821
0.9733 0.1002 0.3310 0.5965

DISCUSSION

In recent decades, a remarkable increase of molecular, genetic and
morphofunctional knowledge of the neuronal regenerative process, as well as

technological advances in microsurgery have provided better results in clinical

2324 1t is known that Schwann cells are

1, 25

recovery of peripheral nerve injuries

responsible for "directing" axon regeneration™ <>, release factors that increase the

synthesis of nerve growth factor?, and thus, promote sensorimotor axonal

sprouting®” %,



131
Anexos

There is the possibility of surgical functional regeneration as long as there is
a suture of nerve segment to its trunk®®, since neurons adjacent to the site of injury
secrete substances that contribute to the neuronal survival®*3? %1, Thus, this study
proposes a new technique for complete loop neurorrhaphy, and with maximum
surface contact of the injured distal stump in relation to the healthy nerve, followed
by end-to-side suture. The surgical technique of loop neurorrhaphy is justified for
using intact nerve (which "stabilizes" the suture when reducing the local

tension®’?"),

by reducing the intraluminal pressure and allowing
neovascularization, axoplasmic flow, cell migration and advance of the axonal
growth cone®.

The end-to-end neurorrhaphies performed in situations, where the access to
the stumps is difficult, lead to little promising results due to tension in the suture
site’®3233 On the other hand, latero-lateral neurorrhaphies, are not dependent on
the distance among stumps, and, have been identified as viable alternatives to
nerve grafts®*, because they can promote both sensory and motor functional
recovery 2’. Moreover, in latero-lateral neurorrhaphy, a large number of axonal
sprouts may be able to cross the suture area and then promote action of
neurotrophic factors essential for the axonal growth, with similar results compared
to end-to-side neurorrhaphy*’?’.

It is assumed that the technique proposed by this study (or loop
neurorrhaphy), direct contact between two nerve promotes greater possibility of
action of neurotrophic factors, taking into account the fact that the epineurium is no

impediment to axonal regeneration or to passage of the electric stimulus™>°

, since
the axoplasmic sprountings are able to cross the epineurium and allow responses
in functional tests®*. The absence of surgical section of the intact nerve (or donor
by contact) minimizes risks related to dysfunction in target tissues, neuronal
atrophy or undifferentiated neuroma formation associated with local pain®.

In this paper, the loop neurorrhaphy was performed in injured fibular nerve
and healthy tibial nerves of rats, in order to fit the experimental models that

recommend the choice of this animal, because of the possibility of high speed of
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functional nerve regeneration in short postoperative period, the low cost and easy
handling®’. The use of simple points with 10.0 mononylon have shown satisfactory

38.39

results in peripheral nerve repair®™°, mainly because there is less secondary

tissue damage when reducing the thread caliber in the suture®®4*,
Recent studies have indicated that end-to-side loop sutures that increase
the contact area between the injured nerves and its receptor provide stability of the

joint graft area receptor and function improvement 171920

In the current study,
there is not a statistically significant reduction in the axons volume density after
neurorrhaphy (both techniques), and it suggests that end-to-side loop
neurorrhaphy can be a viable surgical alternative for peripheral nerve injuries

repair.
CONCLUSIONS

The loop neurorrhaphy or the "closed loop" technigue are the surgical
reconstruction after neural injury that occurs a complete involvement of the injured
nerve trunk, with maximum contact, followed by end-to-side suture. The intact donor
nerve is used with local low-tension, and that experimentally it does not cause
significant reduction in axons volume density in the injured distal stump, as
compared to conventional end-to-side neurorrhaphy. End-to-side loop neurorrhaphy
is a therapeutic option as suture technique after complete nerve section, in order to

restore most of the axonal functional integrity.
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Apéndice 1. Contagem do numero de pontos incidentes sobre axénios, endoneuro

e bainha de mielina nos grupos G1, G2, G3 e G4 no nervo fibular.

Axonio

Controle (G4NF) 0,5 cm(G3NF) 0,25 cm (G2NF) Término-lateral (GINF)
420 316 311 368
325 188 347 179
271 188 268 372
425 239 318 331
410 270 364 283

Endoneuro

Controle (GANF) 0,5 cm(G3NF) 0,25 cm (G2NF) Término-lateral (G1NF)
842 1152 1286 1129
1050 1487 1366 1284
825 1197 1546 1197
793 1324 1380 1188
842 1453 1286 1292

Bainha

Controle (G4ANF) 0,5 cm(G3NF) 0,25 cm (G2NF) Término-lateral (G1NF)
1128 751 854 900
1110 728 660 844
1204 1046 670 868
1147 783 664 925
1195 611 770 826
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Apéndice 2. Contagem do numero de pontos incidentes sobre axénios, endoneuro

e bainha de mielina nos grupos G1, G2, G3 e G4 no nervo tibial.

Axobnio
0,25 cm (G2NT)

Controle (GANT) 0,5 cm (G3NT) Término-lateral (GINT)

Endoneuro
0,25 cm (G2NT)

Controle (G4NT) 0,5 cm (G3NT) Término-lateral (GINT)

Bainha
0,25 cm (G2NT)

Controle (G4NT) 0,5 cm (G3NT) Término-lateral (GINT)
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Apéndice 3. Peso em gramas dos musculos ressecados nos grupos G1, G2, G3,

G4 (desnervacéao e normalidade).

Grupo

Peso (gramas)

Gl

0,87

0,81

0,57

0,76

0,72

G2

0,65

0,64

0,76

0,65

0,63

G3

0,52

0,61

0,55

0,71

0,62

G4

1,25

1,05

1,2

1,03

1,1

G4- Desnervagao

0,24

0,28

0,23

0,24

0,25
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Apéndice 4. Aplicacéo do teste ndo paramétrico de Mann-whitney nos grupos G1, G2, G3 e G4 no nervo fibular.

FIBULAR
Asdnio
GANFIGEINF GANFIGZNF GANFIGINF G3NFMNEZNF GINFIGEINF GINFIGZNF
Pelann whitney test
P walue 0,0153 0,222 0,3095 0,0556 02222 08413
Exact or approgimate P value? Enact Enact Eact Exact Exact Enact
Are medians signif. different? [P < 0.05] ‘fes Mo =} =) =} =}
One- or two-tailed F value? Two-tailed Two-Lailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed
Sum of ranks in column 4,8 39,18 .2 33,22 18,37 34,281 29,26
Pann-whitney U 1 E 7 3 [ 1
Endoneuros
GANFIGINF GANFIGZNF GANFIGINF G3NFIGZNF GINFIGINF GINFIGZNF
Mlann whitney test
P walue 0,0073 00074 01502 00,6905 02222 00317
Exact or approgimate P value? Eact Enact Eiact Exact Gaussian Approsimation Eact
Are medians signif. different? [P < 0U05) es ‘fes o Mo ] ‘es
One- or two-tailed P value? Twio-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Twi-tailed Twio-tailed
Sum of ranks in column 8,8 40,15 40,15 20,35 25,30 15,3356 17,38
Mlanin-whitney U 1] 1] L} n E5 2
Bainha
GANFIGINF GANFIGZNF GANFIGINF G3NFIGZNF GINFIGINF GINFIGZNF
Plann Ywhitney test
F walue 0,0073 0,0074 0,0074 0,6908 0,1608 0,0317
Exact or approgimate P value? Exact Exact Exact Exact Exact Exact
Are medians signif. different? [P < 0.05) ‘fes ez ‘fes [ [=] Mo ez
One- or two-tailed P value? Two-tailed Tuwo-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed
Sum of ranks in column 8,8 40,15 40,15 40,18 30,26 3%, 20 28,17
Mlann-whitney U 1] 1] 0 1 b 2
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Apéndice 5. Aplicacdo do teste ndo paramétrico de Mann-whitney nos grupos G1, G2, G3 e G4 no nervo tibial.

GANT/G2NT

TIBIAL

GANT/GINT

G3NT/G2NT

GINT/G2NT

Mann Whithey test
Pvalue 0,0079 0,0079 0,0079 0,1505 0,0079 0,0079
Exact or approxirnate Pyalue? Exact Exact Exact Exact Exact Exact
Are medians signif. differentr (P = 0.05) Yes fes Yes Mo fes Yes
One- or two-tailed Fyvaluer Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed
Sum of ranks in column &,B 40,15 40,15 40,15 20,35 40,15 40,15
Mann-Whithey U 0 0 0 5 1] 1]
GANT/G2NT GANT/GINT GINT/G2NT GINT/G2NT
lann Whitney test
Pvalue 0,0079 0,0079 0,1505 05413 00079 00079
Exact or approximate Pvalue? Exact Exact Exact Exact Exact Exact
Are edians signif. different? (P = 0.05) Yes Yes Mo Mo Yes Yes
One- or bwo-tailed Pyvalue? Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Twwo-tailed Two-tailed
Surn of ranks in colurmn A,B 40,15 40,15 20 585 26,20 40,15 40,15
WMann-Whitney U 0 0 5 11 a a
GAMT/G2NT GAMT/GINT GIMT/G2NT GINT/G2NT
lWann Whitney test
Pvalue 0,6905 0,6905 0,0079 1 0,0153 0,0073
Exact or approximate Pvalue? Exact Exact Exact Exact Exact Exact
Are medians signif. different? (P<0.05) Mo Ma Yes Ma Yes Yes
One- or two-tailed Pyvalue? Two-tailed Two-tailed Two-tailed Two-tailed Twwo-tailed Two-tailed
Surn of ranks in column &8 30,25 30,25 40,15 27,28 39,16 40,15
WMann-Whitney U 10 10 0 12 1 u]
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Apéndice 6. Aplicacdo do teste ndo paramétrico de Mann-whitney nos grupos G1, G2, G3 e G4( normalidade e

desnervacéo) para peso da massa muscular.

51753 G1/54N Gl/GAD G2/GAN G2/540 G3/GAN GAM/GAD
Mann Whithey test
Pvalue 0,2222 0,0556 0,0073 0,0073 0,0952 00073 0,0073 00073 0,0073 00073
Exact or approximate Pvalue? Gaussian Approxirmation Exact Exact Exact Exact Exact Exact Exact Exact Exact
Are medians signif. different? (P=0035) Mo Mo Yes Yes Mo Yes Yes Yes Yes Yes

One- ar two-tailed Pvaluey Twio-tailed Twio-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed | Two-tailed

Surn of ranksin column A.B 3350, 21 50 37,18 15,40 40,15 36,19 15, 40 40,15 15, 40 40,15 40,15

Mann-vhitney U 65 3 a 0 4 0 a 0 a 0
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Apéndice 7. Modelo de ficha para o registro da contagem de pontos que
sobrepdem a estrutura considerada (axénios, endoneuros, bainha de mielina e

outras estruturas). A ficha corresponde ao rato 01 do grupo G2 e as vinte laminas
(laminas de 21 a 40)

GRUPO - 02 RATo.ob LAM!NA---'—'—YZ‘--"‘i __________
AXONIOS 05
Endoneuro, ©b
Bainha, 2¢

Outras estruturas. /7
GRuPO O&.LAT0 Q4 YVt —
AXONIOS O

Endoneuro, 3 A

Bainha, 58

Qutras estruturas..> £

Grupo Qe Flo ol LAM||\Us\..._t‘__.7:Z ..........
AXONIOS +©

Endoneuro, <53

Bainha, "3 -

Outras estruturas. . ¢

GRUPO ._(z_:"..___(_w.*ii“_é‘__.s.‘_é«_ _____ L/\MJN/\___._‘_._LE __________
AxoNios 7

Endoneuro, &

Bainha, 55

Outras estruturas. oL &
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cruUpo Q2__FATo ol 25

AXONIOS L3

Endoneuro, 3 4

; [ o
Bainha, (&

Outras estruturas. /&

~1 QAo ol D
GrRupo - 0ITO_OF 26

AxONIos Y

Endoneuro, <L &

Bainha, 73

Outras estruturas. =2 O

Grupo Q. FATD 0l 27

AXONIOS [
Endoneuro, 2 4
Bainha, 4 9

Outras estruturas. L 8

GRUPO L/‘.l (;)!?TC (o)) _-2\_:

AXONIOS &
Endoneuro, o2

Bainha, 7Y

Outras estruturas. £ ¢

LAMINA-—--0&s2 ..

LAMINA--=5 2

LAMINA--24 T

Q
LAMINA-—252




146
Apéndices

RAro ol

GRUPO B
AXONIOS 5
Endoneuro, 36
Bainha, Z0

Outras estruturas. /9

(3310 OL

GRUPO L4
AXONIOS CY
Endoneuro, < )Z
Bainha, 5 &

Outras estruturas. 32

Grupo QeL_RATC O )
AXONIOs £ ©
Endoneuro, 33

Bainha, 5 #*

Outras estruturas. 3 ©

BATO Ok

GrRupo L4
AXONIOS 9
Endoneuro, 28

Bainha, 55

Outras estruturas. <25

LAMINA-—-24 1

2
LAMINA»——:?-'--'II ..........
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GRUPO L2 {GATC ol

ns
LAMINA--—--22
AXONIOS L3

Endoneuro, 5L
Bainha, 68

Outras estruturas. 28

GRUPO QL. RAID. 04 239

AXONIOS ¢
Endoneuro, L&
Bainha, 7.3

Outras estruturas. oJ 0

Gruro Q__RATO_0)

N1 —
AXONIOS L2

Endoneuro, 3.
Bainha, 69

Outras estruturas. £ 8

GRUPO -2 BATO 36

AXONIOs &
Endoneuro, <+ 7
Bainha, 74

Outras estruturas. L §




148
Apéndices

AXONIOS Y
Endoneuro, 3C
4 £ 2

Bainha, &7

) g
Outras estruturas. ~ 7/

E 0] =
GRUPO("l ‘\b}T,

o)
o
Uy
o
\J

LAMINA—=C .

< o
AXONIOS 7/

)
Endoneuro, o~ &
2

: =k
Bainha, 7.5

Outras estruturas. =2 O

Grupo Q4 RATo ol

AXONIoS L1
Endoneuro, 3
Bainha, 5 &

Outras estruturas. V] o

y IiTO O Yo
GRUPO ¢ 2. "IH'L Q4L LAN”NA'"-[-Y- ___________

AXONIOS T
Endoneuro, 38
Bainha, 5 Y

YA
|

Outras estruturas. =<







