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RESUMO

O processo de regeneracdo neural do modelo experimental em nervo mediano
foi estudado em 34 ratos da raga Wistar, os quais foram submetidos & micro-
neurorrafia término-terminal, sendo analisada a for¢ca de preensdo do membro
anterior e realizada a bidpsia para anélise morfométrica dos pds-operatérios 10°
(8 ratos), 200 (5), 302 (5), 452 (8) e grupo controle nio operado (8). Foi aferida
a for¢ca negativa de preensdo com o membro anterior e morfometricamente
analisadas a contagem do nimero de fibras mielinizadas, seu diAmetro, perime-
tro e area bem como espessura da bainha de mielina. O teste paramétrico de
anélise de variancia foi utilizado para avaliacio do ndmero de fibras, diAmetro,
perimetro e drea bem como para as comparacdes de forca e espessura da bainha
de mielina entre os diferentes grupos. Uma média de 16,62 g (10%); 45,80 g
(209); 91,20 g (309) e 106,75 g (45%) demonstrou haver um aumento progres-
sivo da forca de preensdo em cada grupo paralelamente a evolucdo no tempo
(p < 0,05), exceto entre 0 45° e grupo controle com média de 116,25 g, o que

denota regeneracio com resultados similares 2 normalidade no final do periodo



considerado. Nao foram detectadas fibras regeneradas no coto distal do 10° dia
pOs-operatério e a totalidade das fibras mielinizadas presentes foi desconsiderada
por apresentar sinais degenerativos. Embora sem significAncia, o nimero
de fibras aumentou progressivamente até o 30° dia, reduzindo-se no 45°.
Quanto a espessura, diAmetro, perimetro e drea, verificou-se diminuigo sig-
nificativa no 20° dia e progressivo aumento nos grupos posteriores. Embora a
forca e o nimero de fibras tenham apresentado correlagio fortemente negativa
pelo coeficiente de Spearman (r = — 0,87) no grupo controle, ndo foi possivel
obter correlacdo entre os dados morfométricos e teste funcional nos demais gru-
pos. Conclui-se que 0 modelo experimental do nervo mediano é vélido para o
estudo evolutivo da regeneragio neural, no periodo considerado de 45 dias pds-
operatérios, porém os dados morfométricos apenas refletem a evolu¢io morfold-
gica e cronoldgica do processo de regeneracdo do modelo experimental, nio

apresentando correlacio direta com a fungio.
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1 - INTRODUCAO

Apesar da considerével evolugio na érea de cirurgia de nervos periféricos,
com a introducdo do microscépio cirtirgico, com a producio de fios de sutura
extremamente finos e com os recursos de instrumental microcirdrgico, possibili-
tando um avanco técnico nas neurorrafias, com conseqiientes melhores resul-
tados, fazem-se necessarios, ainda, novos avancos para a obtencio da desejavel
recuperagio funcional (1-3). Segundo CLARKE e O’'MALLEY (4), as primeiras
descrigdes da sutura de nervos seccionados datam de 1210-1277 realizadas por
SALICETO, porém somente em 1873, quando HUETER (5), apud MILLESI (3),
realizou a coaptacio de cotos neurais seccionados sob a designacio de “sutura
epineural”, consagrou-se 0 método cirtrgico basico de tratamento das lesdes
neurais. SEDDON (6), em sua obra Lesdes Cirirgicas dos Nervos Periféricos, esta-
beleceu, em 1972, os principios que regem o procedimento de sutura dos nervos
periféricos. Em nosso meio, CHEM (7) demonstrou experimentalmente a im-

portancia de realizar microneurorrafia com adequada aposi¢ao dos fasciculos



entre os dois cotos seccionados, através de sutura epiperineural superficial, a
fim de alcancar melhores resultados.

Atualmente, além dos progressos referidos na érea cirtdrgica, o nivel de
investigacdo abrange a drea da neurobiologia e a correlacio do sistema
imunolégico no processo de regeneracio neural (8) bem como a influéncia de
fatores neurotréficos, apolipoproteinas e fatores de crescimento neural apds
lesdo neural periférica (9).

WALLER (10), em 1850, descreveu observacoes importantes do processo
de regeneracio neural, sendo o pioneiro na identificacio das alteracdes dege-
nerativas que ocorriam no coto distal de um nervo seccionado em sapo. NILLS
(11) demonstrou as alteragdes celulares retrégradas e a cromatdlise resul-
tantes de uma seccio neural. Por fim, no inicio deste século, elucidaram-se as
alteragoes eletrofisioldgicas da condugio neural, a fun¢do dos neurotransmis-
sores e a conformagio ultra-estrutural do sistema nervoso periférico (12, 13).

Os periodos de guerra permitiram acompanhar melhor um grande na-
mero de lesdes nervosas periféricas e observar diferentes respostas funcionais
de acordo com a conduta cirtirgica adotada. Na guerra do Vietna e II Guerra
Mundial, verificou-se que muitas neurorrafias primarias necessitaram ser refei-
tas, posteriormente, em func¢do do mau resultado funcional. Constatou-se que
a melhor conduta era postergar a microneurorrafia em vez de realizi-la em
condicoes adversas como nos traumas complexos com destruigio tecidual e le-

sOes graves associadas. As observacdes desse periodo contribuiram para o co-



nhecimento da reacdo celular nervosa ao trauma e seu ciclo metabdlico (14-
17).

Em modelos experimentais, existem controvérsias quanto a utilizagao do
rato para estudo da regeneracio neural em fungio da sua capacidade acelerada
nesse processo, diferente, portanto, daquela que ocorreria em primatas mais
evoluidos na escala animal (18, 19). Com base nos exemplos de regeneracio
total de certos invertebrados marinhos e na cauda de anfibios, verifica-se ser
muito maior a capacidade regenerativa dos animais inferiores. Alguns pes-
quisadores afirmam que o poder de regeneragio neural do rato é maior do que
em primatas. KLINE e colaboradores (20) realizaram estudos comparando diver-
sas espécies de animais e, apesar de detectarem diferengas, concluiram que
seria aconselhével testar técnicas novas em primatas antes de aplici-las em hu-
manos. No entanto outros autores sugerem equivaléncia da capacidade regene-
rativa em ratos e primatas (21-23). MACKINNON e DELLON confirmaram a
validade dos estudos de regeneracio neural em ratos, salientando que a resposta
celular é idéntica a apresentada nos primatas, embora ndo ocorra a formacio de
um neuroma cléssico (24, 25). Em suas pesquisas, documentaram o processo
de regeneragio espontinea no nervo ciatico do rato com 5 meses de evolucio,
utilizando histogramas e contagem de fibras axonais através de uma andlise di-
gitalizada. A anélise histopatoldgica da regeneragio neural oferece os subsidios
de constatagdo morfoldgica desse processo. MYERS (26) destaca a semelhanca

da anatomia e microanatomia entre humanos e roedores, ilustrando processos



neuropatoldgicos causadas por isquemia e compressio. Em cortes semifinos,
salienta a importancia das células de Schwann, sua degeneracio e desapareci-
mento nos processos traumaticos, permanecendo apenas a lAmina basal preser-
vada, a qual servird de guia para o brotamento axonal nas lesdes em continui-
dade. Ilustra também o processo de remielinizacio a partir das novas células de
Schwann, que se associam com axdnios desmielinizados, formando ténues ca-
madas de mielina ao seu redor, bem como as alteragées da degeneragio
wallleriana ja presentes 48 horas apds o trauma, com edema intra-axonal,
escurecimento do conteddo axoplasmatico e atenuagio das bainhas de mielina.
MACKINNON e colaboradores (24) investigaram o processo de regeneracio es-
pontinea em ratos, visando esclarecer controvérsias existentes quanto a validade
de sua utilizacio para estudo da regeneragdo. Constataram que, apesar da ra-
pida velocidade regenerativa, o processo celular é similar ao do humano: em-
bora nfo havendo formagdo de neuroma, ocorre uma brotagio axonal com
formagdo de neurofasciculos dispostos longitudinalmente, paralelamente ao
eixo maior do nervo, com tendéncia a formar pequenos grupamentos de fibras
envolvidas por perineuro, formando diminutos fasciculos, ao passo que, em nervos
normais, existe uma distribui¢do uniforme. MORRIS e colaboradores (27) foram
os responséveis pela observagio inicial dessa “compartimentalizacio” no coto pro-
ximal de nervo cidtico previamente seccionado. Essa tendéncia parece demons-
trar uma tentativa de preservacio da homeostase endoneural que envolve os

axOnios, restaurando a barreira sangue-nervo, pds-lesio neural (28). Atual-



mente o rato é um dos modelos experimentais mais empregados para estudo da
regeneracio neural devido 2 facilidade de obtencio, manuseio e sobrevivéncia.
Constitui uma fonte de tecido nervoso que apresenta, 2 microscopia eletronica,
caracteristicas celulares indistinguiveis dos nervos periféricos da espécie hu-
mana.

Alguns autores recomendam extrema cautela no ato de transferir dados
experimentais de ratos, principalmente no que diz respeito ao estudo dos fa-
tores promotores da regeneracdo, para a aplicacio clinica, em funcio dessas
diferengas. No entanto, muitos estudos atuais utilizam com freqiiéncia esse
animal para modelo experimental, o que faz necessario cada vez mais um
conhecimento detalhado da regeneracio neural no rato, principalmente da
velocidade de ocorréncia desse processo no periodo inicial, a fim de que seja
possivel estabelecer um paralelo e transferir com maior seguranga, para o ho-
mem, dados obtidos experimentalmente. Devido a sua grande importincia co-
mo modelo experimental, tanto pela facilidade de obten¢io como pelo manu-
seio facilitado, optamos pela utilizacio de ratos da raca Wistar para o desenvol-
vimento deste trabalho.

O modelo experimental mais comumente empregado é o do nervo
cidtico e seus ramos, nervo fibular e tibial posterior. A afericdo dos dados em
estudos de regeneracio neural em ratos pode ser feita por avaliagdo funcional
com eletroneuromiografia, mensurando velocidade de condugdo, laténcia e

amplitude de potencial evocado ou mensurando o indice de fungio do ciético e



walking tracks nos membros posteriores (29-33). O indice de funcéo cidtico foi
proposto por DE MEDINACELI (29), sendo que BAIN (34) e MACKINNON e co-
laboradores (35) acrescentaram a quantificacio independente para cada mds-
culo inervado pelos ramos acima mencionados. No entanto a lesdo do nervo
cidtico pode acarretar contraturas articulares, perda de um ou mais dedos e

autotomias, dificultando a avaliacio funcional (30, 36, 37).

O membro anterior é pouco mencionado na literatura como modelo
opcional, tendo sido introduzido recentemente por BERTELLI e MIRA (38) que
sugerem utilizar ramos terminais do plexo braquial do rato, como os nervos
mediano e musculocutaneo, realizando neste Gltimo o grooming test para avaliar
movimentos do ombro e cotovelo. No modelo mediano, propdem como teste
funcional um método simples, comportamental, o “teste da preensio”, que per-
mite observar precisamente o inicio da recuperacdo funcional e sua evolugio
temporal (39). Nesse experimento, observaram que, apds uma lesdo neural por
esmagamento compressivo, houve recuperacio da forca flexora no 8° dia, com
aumento progressivo sensivel no 10° dia, continuando estavel até o 14° e al-
cangando a normalidade em torno da 4° semana. Dentre 203 animais estuda-
dos, ndo ocorreu nenhum caso de autotomia ou contratura, demonstrando as

vantagens do método.



O modelo mediano compreende o nervo e os musculos por ele inervado,
o flexor radial do carpo e o flexor dos dedos. O nervo tem um didmetro de 1 mm
no braco e de 0,5 mm no antebraco, sendo formado pelas raizes de C5 a T1,
recebendo trés contribuicoes, do fasciculo lateral, posterior e medial. No braco,
nAo se ramifica; na regido do cotovelo, fornece um ramo para o pronador redondo
e, poucos milimetros distalmente, um ramo mais calibroso, equivalente ao
interésseo no homem o qual inerva o flexor radial do corpo e o flexor dos de-
dos. Nas disseccoes realizadas por Bertelli ndo houve constatacio de ramos

anastomaticos para esses musculos, provenientes do nervo ulnar.

No campo da histopatologia, uma grande conquista foi a introdugo da
morfometria, método de andlise diagndstica quantitativa com técnica semi-
-automatizada ou automatizada (40, 41). Esse sistema consiste de um microscépio
Optico acoplado a uma cAmara fotogréfica que estdo conectados a um micro-
computador cujo programa analisa digitalmente a imagem microscopica. A
maior vantagem do emprego do computador é permitir 0 armazenamento, a
mensuracido e a andlise de dados histolégicos numérica e objetivamente. A
anélise pode ser feita basicamente por dois métodos:

Anailise de Imagem Interativa — necessita de um operador que controla
manualmente um cursor sobre uma fotomicrografia, a qual serd interpretada

pelo computador, sendo calculados a partir daf as medidas e os dados solicitados.



Anilise de Imagem Automatizada — mais complexa e evoluida, foi a
utilizada neste estudo experimental. A imagem é captada através de uma vi-
deocAmara para ser armazenada digitalmente na memoria do computador. As
medidas sdo automaticamente realizadas e analisadas dispensando a interferéncia
do operador e a elaboragio de microfotografias. Estudos comparativos entre
diferentes técnicas demostram haver menor indice de variabilidade quando se
pode trabalhar com sistema digitalizado (42).

Embora muito empregados em outras dreas, poucos sao os estudos em ner-
vos periféricos (43-45). No entanto suas vantagens se fazem notar nas medidas
micrométricas da variacdo do didmetro das fibras axonais e distAncia interno-
dal, na regeneracio neural, no processo de envelhecimento e em certas condi-
¢oes patoldgicas (46). TORCH e colaboradores (47) realizaram estudos em ner-
vos periféricos de humanos e estabeleceu um sistema de medidas do diAmetro
axonal e da espessura da bainha de mielina visando determinar um perfil refe-
rencial entre a normalidade e as neuropatias periféricas. Estudos eletrofisiologicos
correlacionam-se fortemente com parAmetros morfométricos, podendo estes dl-
timos ser uma opg¢ao segura, dispensando a realizagdo dos primeiros em animais
(48) ja que a velocidade de conducéo tem correlagio alta com o didmetro das
fibras (r = 0,92) e a amplitude de onda com o ntmero de fibras (r = 0,99). A
medida que novos estudos morfométricos venham sendo realizados com nervos
periféricos, os beneficios e vantagens desta técnica possibilitardo maior confia-

bilidade dos dados histolégicos obtidos tanto experimental como clinicamente.



Este estudo visa contribuir para um maior detalhamento da seqiiéncia
regenerativa inicial, apds tratamento cirtrgico no modelo experimental do
nervo mediano. Acrescenta-se a vantagem da anélise histopatolégica por mor-
fometria, técnica que permite uma avaliagdo quantitativa do processo de rege-
neracio. Apesar dos grandes beneficios obtidos com a morfometria em outras
dreas, seu emprego no estudo do sistema nervoso periférico e suas lesdes é
limitado, sendo de importincia a realizacio de projetos em centros onde haja a

possibilidade do seu emprego.
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivos quantificar morfométrica e funcional-
mente, pelo teste de preensio, o processo de regeneragdo em nervo mediano
de ratos, bem como investigar a existéncia de correlagdo entre dados morfo-

métricos e funcionais.
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3 - MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado em 34 ratos da raga Wistar, do sexo femi-
nino, com peso médio de 212 + 22,1 g e idade entre 100 e 120 dias. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul (UFRGS).

Os ratos foram distribuidos randomicamente em 5 grupos. Os animais
foram submetidos a transeccio do nervo mediano e microneurorrafia. Foram
obedecidos os principios éticos no tratamento dos animais, evitando-se dor e
desconforto durante os procedimentos. No periodo pés-operatério, foram man-
tidos em gaiolas, sendo supridas as necessidades bésicas de alimentagio e con-
forto em consonancia com os preceitos baseados no Guide for the care and use of
laboratory animals. National Academy Press. Washington, D.C. 1996.

O grupo controle referencial da normalidade foi constituido de 8 ratos
nio operados. Os animais foram avaliados e sacrificados na seguinte ordem: o

grupo 1 (n = 8), controle; grupo 2 (n = 8) correspondente ao 10° dia pds-ope-
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ratério; grupo 3 (n = 5) ao 20° dia; grupo 4 (n = 5) ao 30° dia e grupo 5

(n = 8) ao 45° dia.

3.1 - Anestesia e Cirurgia

Foi aferido o peso de cada animal imediatamente antes do procedimen-
to cirdrgico. A anestesia foi realizada com cloridrato de zolazepam (Zoletil*)
50 mg/ml, na dosagem de 1 ml/kg de peso associado a solucio aquosa a 2% de
cloridrato de di-hidrodiazina (Rompum®*) na dosagem de 0,33 mg/kg de peso,
por via intramuscular. A inducio anestésica foi feita com éter etilico em
campinula. Os procedimentos cirtrgicos foram realizados sempre pela mesma
equipe. Apds imobilizacao dos ratos em placas de cortica na posicao de dectbito
dorsal, realizava-se tricotomia na face interna do braco, antissepsia com élcool
iodado e incisao longitudinal de 1 cm na pele com exposi¢ao do nervo mediano, o
qual se encontra lateral ao nervo ulnar. O mediano era isolado e seccionado
perpendicularmente 5 mm acima do cotovelo proximal ao ramo da artéria
braquial para o biceps (Fig. 1). A microneurorrafia epineural, realizada com fio
de nailon 9-0 e agulha romba BV130-5 (Ethicon Inc. Sao Paulo, SP. Brasil),
constava de trés pontos separados e era feita sob microscopia éptica (Micros-
copio D.F. Vasconcellos modelo MCM5. Sao Paulo, SP. Brasil) com 25 vezes

de aumento. A sutura observou os principios da técnica microcirtrgica atrauma-
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tica (Fig. 2). Fazia-se hemostasia perineural apenas com compressio, e o cam-
po cirdrgico era mantido umidecido com solugio fisiologica durante todo o
procedimento. Para a sutura da pele utilizava-se fio de nailon 6-0 (Ethicon),

com pontos simples separados.

T T
o i
v 4 =4

«N"*
'.1 3 .

Fig. 1 - Anatomia do nervo mediano na regio anterior do brago, com nervo ulnar localizado
medialmente
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Fig. 2 — Microneurorrafia término-terminal do nervo mediano realizada com mononailon
9-0 sob microscopia Optica, proximal ao cotovelo

3.2 - Manutencgio e Sacrificio

Os animais, em 5 no méaximo, permaneceram em gaiolas apropriadas,
recebendo racdo comercial para ratos e dgua ad libitum. No final do periodo de
tempo estipulado para cada grupo, eram sacrificados para o estudo histopatolégico,

apds mensurada a forca de preenszo.
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3.3 - Afericao da Forg¢a de Preensao

Os animais foram avaliados, quanto a forca de preensio, de acordo com
a data estipulada para cada grupo no pds-operatdrio: 102, 202 30° e 45° dia. O
grupo controle, ndo operado, foi também avaliado. Para aferir a forca de preen-
sdo foi confeccionada uma grade de ferro com dimensdes de 6 x 4,5 x 2 cm, a qual
foi acoplada por meio de fita adesiva a superficie da balanca eletronica, com
base no modelo proposto por BERTELLI (39). Os animais eram elevados pela
cauda permitindo a proximidade do membro anterior com a grade para
preensio reflexa. No exato momento da prensa eram tracionados até a forca
méxima negativa, a qual era mensurada. O membro contralateral era imobilizado
com fita adesiva junto ao tronco (Fig. 3). Antes de cada mensuragio a balanca

era tarada, e a medida considerada apenas para flexdo dos dedos.

Fig. 3 - Rato submetido ao teste de preensio com imobilizagio do membro contralateral,
gentilmente, por fita adesiva
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3.4 - Estudo Histopatolégico

Nos tempos estabelecidos: 10%, 202, 30° e 45° dia pds-operatdrio foram
obtidos espécimes de 5 mm para a bidpsia dos nervos distais & microneurorrafia
e proximalmente ao ramo da artéria braquial. As biépsias do grupo controle
foram feitas no nervo mediano direito, em idéntico local e mesmas dimensoes.
Eram realizadas nesses espécimes, apds inclusio em resina (Eppon-812), seccoes
perpendiculares semifinas (1 p), coradas por azul de toluidina, conforme proto-
colo abaixo. No grupo do 10° pds-operatério foram realizados seccoes ultra-finas
(0,5 1) para andlise sob microscopia eletronica. Este estudo foi realizado no labo-

ratério de microscopia eletronica da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).

Protocolo de Fixacao e Inclusio

O material biopsiado era imediatamente colocado em solucéo fixadora
contendo:

. glutaraldeido a 25% —1,2 ml;

. millonig 2x concentrado ph 7,3 — 5,0 ml;

. 4gua destilada e deionizada — 3,8 ml.

As amostras eram lavadas em tamp#o millonig isotdnico e, apds, imersas

em tetroxido de 6smio a 1% tamponado, para pds-fixagao.
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A desidratacio processou-se na série: acetona a 30%, a 50%, a 70%, a
95% e a 100%. Todas as passagens tiveram a duracido de 10 minutos, com
excecdo das duas dltimas, com duragio de 20 minutos a mais cada uma.

A pré-embebicdo dos materiais era feita em uma mistura de epon 812
com acetona pura nas seguintes proporgoes:

a) uma parte de epon e duas partes de acetona por 2 horas;

b) uma parte de epon e uma parte de acetona por 24 horas;

¢) duas partes de epon e uma parte de acetona por 2 horas;

Mistura epon:

Epon 812........ 25 ml

MNA ..oeeeeeeeeennnn 17 ml
|B) DY VR 08 ml
DMP-30........... 32 gotas

A embebigio era feita em epon 812 puro durante 24 horas.

Para a inclusdo em silicone foram usados moldes siliconados chatos
— Embedding Molds Sigma — para que as amostras fossem entdo orientadas. A
polimerizacao foi efetuada em estufa a 60°C constantes por 72 horas.

Os cortes semifinos eram feitos no ultramicrétomo Leica Ultracut UCT

(Wien, Austria), sendo utilizada navalha de diamante, Drukker type histo with
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trough 8 mm, com uma espessura de 800 nm, e corados com solucdo aquosa de
azul de toluidina a 1%.

Os cortes ultrafinos eram confeccionados no mesmo ultramicrétomo
com uma navalha de diamante, Drukker type ultra with trough 3 mm.

Para a contrastagio dos cortes ultrafinos utilizou-se solu¢io aquosa de
acetato de uranila a 2% e, ap0s, citrato de chumbo (49).

O microscépio eletronico utilizado para a observacio dos cortes ultrafinos
foi EM208S Philips (Eindhoven, Noruega), pertencente ao Laboratério de

Microscopia Eletronica da Universidade Luterana do Brasil — ULBRA.

3.5 - Analise Morfométrica

A andlise morfométrica das [aminas foi realizada no Servico de Cito-
patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob microscopia dptica.
Uma videocAmara (Sony DXC 970 MD) era acoplada a um microscopio dptico
(Olympus Bx 60) e esse conjunto era conectado a um microcomputador (Intel
Pentium 166) com programa de andlise de imagem Image Pro Plus 3-0 for
Windows V1.4.

Essa andlise foi realizada com a colaboragio do Dr. Vinicius Duval
Silva, no servigo acima referido. A profa. Leila Chimelli, do Departamento de
Patologia e Neuropatologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

prestou consultoria para a andlise das fibras mielinizadas em degeneragio no
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grupo do 10° dia pds-operatério. A microscopia eletronica foi utilizada para
excluir regeneracdo neural e confirmar a presenca apenas de fibras degeneradas
no coto distal do 10° dia de pds-operatério com a demonstragao de alteragdes

citoplasmaéticas, da bainha de mielina e organelas das células de Schwann.

Protocolo de Morfometria

« Aquisicio da imagem:

Cada corte semifino do nervo mediano biopsiado era observado ao mi-
croscOpio Optico inicialmente com objetiva de 20X para obtengao de 6 campos
aleatérios de imagem 64 x 48p?, os quais eram analisados com aumento final
de 1000X (abertura numérica do condensador em 0,4, diafragma de ilumina-
¢do maximo, sem uso de filtro e na escala morfométrica 1u = 10 pixel). As
imagens eram automaticamente captadas pela cAmera Sony acoplada ao mi-
croscépio, o qual, por sua vez, estava conectado a um microcomputador com o

programa de analise Image Pro Plus for Windows V 14 8000.

« ParAmetros morfométricos

Os parAmetros utilizados foram contagem de fibras mielinizadas, seu
didmetro, perimetro e 4rea e espessura da bainha de mielina.

A contagem do nimero de fibras mielinizadas foi interativa, empregando-
-se a modificacio de GUNDENSEN (50), sobrepondo-se uma moldura a imagem

onde se realizava a contagem (Fig. 4), de tal forma que durante a contagem
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incluimos todas as fibras mielinizadas, exceto aquelas que tangenciam ou inter-

ceptam a margem inferior e lateral esquerda da moldura.

Fig. 4 — Moldura sobreposta a microfotografia da area biopsiada do nervo mediano, para
realizar quantificagio bidimensional do ntimero de fibras mielinizadas

Perimetro, diAmetro e area foram aferidos automaticamente através do
programa acima mencionado de andlise de imagem digitalizada, com pré-sele-
cio de todas as fibras, excluidas as paranodais e aquelas que interceptam as
margens da 4drea em estudo (Fig. 5). Em fung¢io da preponderancia de nao cir-

cularidade entre as fibras axonais, foram aferidos os diAmetros maior, menor e
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médio, sendo este Gltimo considerado para as comparacdes finais, entre os di-

ferentes grupos.

Fig. 5 - Microfotografia de area biopsiada do nervo mediano com analise digital de diAmetro,
perimetro e drea das fibras mielinizadas

A espessura da bainha de mielina era mensurada em 5 fibras pré-
-selecionadas pela maior defini¢do de seus limites, dentro de cada campo, em

zonas nio paranodais, num total de 30 fibras analisadas por animal (Fig. 6).
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Fig. 6 - Microfotografia de area do nervo mediano com andlise interativa da espessura da
bainha de mielina. 30° dia pés-operatério

3.6 - Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada pelo teste paramétrico de andlise de
variAncia pelo método de Student-Newman-Keuls para comparacdes multiplas
entre os diferentes grupos, considerando os parAmetros: contagem do nimero de
fibras mielinizadas, mensuragdo do seu diAmetro, perimetro e 4rea, bem como
analise da forca de preensdo e espessura da bainha de mielina. Considerou-se
como nivel de significAncia p < 0,05. Foi utilizado o coeficiente de correlago
de Spearman para comparacgio evolutiva do teste funcional de for¢a com os

dados morfométricos. O aplicativo estatistico utilizado foi Sigma-Stat.



4 - RESULTADOS
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4 - RESULTADOS

A captacio seqiiencial das imagens no periodo pés-operatério demonstrou
alteragoes diferenciadas de acordo com a evolucio temporal. No 10° dia pds-
-operatério houve predominio de fibrose e aumento do espaco intercelular
(Figs. 7 e 8). As poucas fibras axonais mielinizadas presentes no coto distal
foram analisadas por microscopia eletronica, tendo sido encontradas alteragoes
degenerativas tais como: edema intra-axonal e da célula de Schwann, altera-
coes degenerativas das suas organelas e indefinicio das camadas de mielina
com perda da justaposi¢do e do contato entre a fibra axonal e sua bainha. So-
mam-se a essas alteracdes a presenca de vactolos citoplasmaticos contendo
material membranoso proveniente da degeneracio da mielina pela célula de
Schwann, bem como corpisculos de inclusio globular e vilosidades adjacentes
a bainha de mielina degenerada (Figs. 9 a 12). No 20° dia pds-operatério ocor-
reu o aparecimento de fibras regeneradas de dimensdes menores porém ainda
com predominAncia de fibrose intercelular (Figs. 13 e 14). Ja foi possivel notar a
tendéncia ao grupamento dessas pequenas fibras, o qual foi visto nitidamente
no 30° dia, quando entio apresentavam-se definidos os neofasciculos regenera-
dos (Figs. 15 e 16). Finalmente no 45° dia pés-operatério ocorreu aumento das
dimensdes das fibras, diminuindo o espaco intercelular entre as mesmas (Figs.
17 e 18). Os dados aferidos funcional e morfometricamente encontram-se des-

critos a seguir bem como em anexo.
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Figs. 7 e 8 - Microfotografia de corte semifino do coto distal do nervo mediano, com fibras
mielinizadas em processo degenerativo — 10° dia pés-operatdrio



Fig. 9 - Detalhe de corte ultrafino em microscopia eletrdonica do 10° dia pds-operatério apresentando célula de
Schwann em processo de degeneragao com vilosidades e inclusdes citoplasméticas (7.000X )

8¢



Fig. 10 - Detalhe de corte ultrafino em microscopia eletronica do 10° dia pds-operatério apresentando célula

de Schwann em processo de degeneragio com vilosidades e inclusoes citoplasmaticas (14.000X)

67



Fig. 11 - Detalhe de corte ultrafino da bainha de mielina com alteragdes degenerativas, edema axoplasmatico, com
perda da ades?o entre as multiplas camadas justapostas de mielina (50.000X)

0¢



Fig. 12 - Detalhe de corte ultrafino da bainha de mielina com alteragoes degenerativas, edema axoplasmético,

com perda da adesdo entre as mdltiplas camadas justapostas de mielina (29.000X )

1¢



Figs. 13 e 14 — Microfotografia de corte semifino do coto distal do nervo mediano com
fibras em regeneracio — 20° dia pds-operatdrio
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Figs. 15 e 16 — Microfotografia de corte semifino do coto distal do nervo mediano com fibras
regeneradas em formacéo de ténues grupamentos — 30° dia pés-operatério
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Figs. 17 e 18 — Microfotografia de corte semifino do coto distal do nervo mediano no 45° dia
pds-operatdrio
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4.1 - Forca de Preensao

O grupo controle (ratos ndo operados) apresentou uma forca média de
— 116,25 g, contrastando com os valores do 10° dia pds-operatério: — 16,62 g.
Houve um aumento progressivo no decorrer do periodo estudado (Gréfico 1) man-
tendo diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos, exceto entre o

45° ¢ o grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Medidas da forca de preensdo do membro operado
de acordo com as diferentes datas de pds-operatdrio

Grupo Média £ DP (g) Mediana (g)
Controle (8) 116.25+ 1,38 117.00
10 PO (8) 16.62 + 11,72% 11.50
20 PO (5) 45.80 + 15,84* 50.00
30 PO (5) 91.20 £ 12,47* 90.00
45 PO (8) 106.75 £ 12,02 111.00

DP = Desvio Padrao. * p < 0,05 (controle X operado). Analise de Variancia
(Student-Newman-Keulz)



36

Forca

140 +

120 +

® 116,25
106,75

gramas-forga

0 I I I 1

10 20 30 45

==@=— Grupo controle

Dias de pés-operatorio &— Forca

Graf. 1 — Distribuicio comparativa da forca média de preensdo entre os diferentes
grupos de seguimento no periodo pds-operatério de 45 dias

4.2 - Ntimero de Fibras Axonais

Ocorreu um aumento estatisticamente significativo do 202 dia até o 30°
dia pés-operatério. A diminuigdo no 45° dia pds-operatério foi minima, manten-
do-se elevado o ndmero de fibras com relagdo ao do grupo controle (p < 0,05)

(Gréfico 2 e Tabela 2).



Tabela 2 - Ntimero de fibras mielinizadas de acordo com as diferentes
datas de pds-operatério

Grupo Média = DP Mediana
Controle (8) 34.70 + 4,81 35.00
10 PO (8) - -
20 PO (5) 37.20+ 9,44* 40.00
30 PO (5) 63.00 £ 14,52* 66.00
45 PO (8) 56.75 £ 15,78* 54.00

DP = Desvio Padrio.  *p< 0,05 (controle X operado). Andlise de Variancia
(Student-Newman-Keulz)
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N’ fibras mielinizadas

Dias de pos-operatério

Graf. 2 — Namero médio de fibras mielinizadas entre os diferentes grupos de
seguimento no periodo pds-operatério de 45 dias
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4.3 - Espessura da Bainha de Mielina

Todos os grupos apresentaram diferenca estatisticamente significativa, com
excecdo dos do 20° e 30° dia pds-operatério, comparados entre si. Foram desconsi-
deradas as fibras do 10° dia devido a suas caracteristicas de mielina em degeneracio,
sendo significativa a diminui¢do dos grupos do 20° e 30° dia pds-operatério quando

comparados separadamente ao 45° (Grafico 3 e Tabela 3) e ao grupo controle.

Tabela 3 - Medidas das espessuras das bainhas de mielina de acordo
com as diferentes datas de pds-operatério

Grupo Média £ DP (pn) Mediana (p)
Controle (8) 1.01 £0,10 1.07
10 PO (8) - -
20 PO (5) 0.52 £ 0,06* 0.50
30 PO (5) 0.50 £ 0,05* 0.49
45 PO (8) 0.86 £ 0,15* 0.82

DP = Desvio Padriao. *p< 0,05 (controle X operado). Anélise de Variincia
(Student-Newman-Keulz)
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Graf. 3 — Espessura média das fibras mielinizadas entre os diferentes grupos

4.4 - DiAmetro, Perimetro e Area das Fibras Axonais

No periodo intermediério da regeneracio, 20° dia pds-operatério, a média de
valores demonstrou redugio acentuada nas dimensdes dos axdnios comparativamen-
te 2 normalidade (p < 0,05), apresentando elevagio dos valores nos grupos do 30° e
45° dias pds-operatério, progressivamente, com diferenca estatisticamente significa-

tiva entre estes dois grupos e o grupo controle (Gréficos 4, 5 e 6 e Tabelas 4, 5 e 6).



Diametro

Tabela 4 - Medidas dos didmetros transversais das fibras de mielina de
acordo com as diferentes datas de pds-operatdrio

Grupo Média + DP (p) Mediana ()
Controle (8) 5.20£0,29 5.25
10 PO (8) - -
20 PO (5) 2.96 £0,13* 3.00
30 PO (5) 3.16 £ 0,16* 3.16
45 PO (5) 3.43£0,41* 3.33

DP = Desvio Padrdo. *p< 0,05 (controle X operado). Anélise de Variancia
(Student-Newman-Keulz)
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Graf. 4 — DidAmetro médio das fibras mielinizadas entre os diferentes grupos
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Perimetro

Tabela 5 - Medidas dos perimetros das fibras de mielina de acordo
com as diferentes datas de pds-operatério

Grupo Média + DP (p) Mediana (p)
Controle (8) 19.25 + 1,65 18.75
10 PO (8) — —
20 PO (5) 10.36 £ 0,54* 10.33
30 PO (5) 12.00 £ 1,37* 12.16
45 PO (8) 12.08 + 1,66* 11.75

DP = Desvio Padrfo. *p< 0,05 (controle X operado). Analise de Variancia
(Student-Newman-Keulz)
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Graf. 5 — Perimetro médio das fibras mielinizadas entre os diferentes grupos



Area

Tabela 6 - Medidas das areas transversais das fibras de mielina de acor-

do com as diferentes datas de pos-operatdrio

Grupo Média + DP (u?) Mediana (p?)
Controle (8) 19.91 + 2.50 20.83
10 PO (8) - -
20 PO (5) 4.63 £ 0,59% 5.00
30 PO (5) 6.50 £ 1,86* 6.16
45 PO (8) 597 £ 1,14* 5.75

DP = Desvio Padrfo. *p< 0,05 (controle X operado). Anélise de Variéncia

(Student-Newman-Keulz)
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Graf. 6 — Area média das fibras mielinizadas entre os diferentes grupos
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A avaliacio do teste funcional de forca maxima de tensdo comparada aos pa-
rAmetros morfométricos, para cada um dos 5 grupos separadamente ndo demonstrou
correlacio, embora a contagem do ntmero de fibras e a for¢a tenham apresentado

forte correlacio negativa (Spearman, r = — 0,87) apenas no grupo controle.



5 - DISCUSSAO
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5 - DISCUSSAO

Ap0s a secgio neural ocorre um aumento da sintese protéica na zona central
da célula, sendo esses nutrientes transferidos mediante fluxo axonal para o local do
trauma, acompanhado de edema intenso e proliferagdo celular de quase todos os
elementos tanto no coto distal quanto no proximal (51, 52). As células de Schwann,
apresentam atividade extrema, realizando fagocitose com a funcio de debridamento
(53). No final da primeira semana inicia-se o brotamento axonal na porc¢do do coto
proximal seccionado, atingindo seu pico maximo em 2 a 3 semanas, quando entdo ultra-
passa a zona de neurorrafia, sendo detectado depois de 6 semanas no segmento distal.
Esse direcionamento das fibras axonais em regeneracio depende de miltiplos fato-
res, como a estrutura celular de suporte mesenquimal, o tipo de trauma sofrido, a dis-
tancia da seccdo com relagio ao corpo central e a idade do paciente (54). Diferengas
de resposta também sdo encontradas na escala animal. Nos primatas como o ho-
mem, esse retardo de 3 semanas é maior do que em mamiferos inferiores como ca-
chorros, gatos e ratos (55). Portanto a filogenia é um fator fundamental a ser levado

em consideragio na interpretagao dos dados experimentais. O chipanzé parece apre-
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sentar resposta similar & do homem, mas, devido a dificuldade de aquisi¢do desse
animal, o ndmero de trabalhos com sua utilizagdo é menor (56-59).

Um dos modelos mais empregados para estudo experimental das lesdes de
nervos periféricos € o rato por seu baixo custo e pela facilidade de obten¢do, manuseio
e conservagio. Dentre as diversas 4reas de investigacio podemos citar a andlise das
diferentes técnicas de microneurorrafias e utilizagdo de enxertos neurais (60-63),
uso de condutores tubulares para orientacdo direcional regenerativa (64-67), verifi-
cacio da resposta aos diferentes momentos de realizagdo da neurorrafia (68-70), uso
de adesivos teciduais em substituicdo as suturas (71, 72) e, mais recentemente, estu-
dos de expansdo neural (73, 74) e uso do laser como alternativa a sutura conven-
cional (75-77). Outra érea de utilizacdo de ratos como modelo experimental é a de
estudo de neurotrofismo e de substincias estimuladoras da regeneracio neural (78,
79).

Investigacdes prévias indicam que o processo regenerativo e funcional em ra-
tos apresenta uma progressdo inicial que varia de 1,5 a 2 meses, atingindo um platd
apods essa fase (48). Sendo o objetivo deste experimento detectar as alteracdes sig-
nificativas do periodo inicial, em nosso protocolo consideramos os primeiros 45 dias
de pos-operatdrio. No modelo experimental em questio, foi previamente constatado
retorno da fungdo motora a niveis normais dentro das primeiras 4 semanas quando
na presenca de lesdo compressiva, sendo que animais submetidos a resseccio do ner-
vo mediano ndo apresentaram evidéncia de flexdo nesse periodo. Assim, para facili-

tar a obtencdo das medidas de for¢a, o nervo mediano contralateral & microneu-
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rorrafia foi ligado e ressecado desde a axila até o cotovelo. No momento do teste,
esse membro foi gentilmente imobilizado junto ao tronco com fita adesiva.

Os resultados da medida de for¢a de preensdo demonstram uma recuperacio
funcional normal ao final do periodo de 45 dias, sendo que nenhum animal apresentou
autotomia ou contraturas articulares durante essa fase, confirmando as vantagens
deste método frente ao do nervo ciético.

Do ponto de vista histopatoldgico, um dos principais obstaculos ao estudo
sistematico do processo de regeneracio diz respeito a dificuldade de alcancar-se a
exceléncia na técnica de fixacdo. MORRIS e colaboradores (80) destacam quatro as-
pectos fundamentais de uma boa técnica, os quais podem ser observados nas lAminas
do presente experimento, a saber:

. anéis de mielina com curvas suaves, sem angulagdes abruptas;

. forma das fibras ndo alteradas por sobreposicio de outras adjacentes, com

auséncia de distor¢des de sua circularidade;

. auséncia de separacio das multiplas lamelas de mielina;

. auséncia de espago entre a bainha de mielina e o axdnio.

As caracterfsticas acima foram alcancadas pela fixacdo imediata do material
biopsiado em solucio fixadora de glutaraldeido de 25% para posterior inclusio em mis-
tura de Epon 812, eliminando artefatos, para que as alteragdes celulares fossem repre-
sentativas do processo de degeneracdo — regeneracio.

Para a aferi¢io do ndmero de fibras foram utilizado os principios de estereologia,

um método prético de quantificar estruturas microscépicas tridimensionais por meio
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de seccdes transversais bidimensionais com senso estatistico. Para essa informacio
ser verdadeira e isenta de viés, empregou-se 0 método proposto por GUNDERSEN e
colaboradores (50), amplamente utilizado em patologia e biologia para a mensuracao
de particulas. Esse método simples fornece pré-requisitos estatisticos para um estudo
cientifico das imagens, uma vez que se sistematiza a contagem independentemente
do contetdo e do observador.

As fibras mielinicas dos nervos periféricos de vérias espécies apresentam uma
variabilidade de forma muito grande, sendo a proporcio de fibras compactas e homo-
géneas representada por 50% a 60% do total (81, 82). Alguns autores assumem a
posicdo de que todos os axOnios e fibras sdo circulares (83, 84), mas tal posiciona-
mento pode acarretar um grande potencial de viés. Muitas fibras irregulares vistas
em cortes semifinos transversais sio atribuidas a zonas paranodais, onde pode
ocorrer maior densidade na unifo do axénio com a célula de Schwann, mimetizando
a bainha ou formagdes de invaginagio da bainha de mielina, assemelhando-se a for-
magoes bulbares. CUADRAS e colaboradores (85) salientam nio haver diferenga na pré-
selecdo ou ndo de fibras para estudos quantitativos, ndo ocorrendo variacdes no re-
sultado final. Neste trabalho optou-se pela ndo selecio para a contagem do ntimero de
fibras mielinizadas, porém foram pré-selecionados as mesmas para a obtencéo do diAme-
tro, perimetro e 4rea, a fim de minimizarmos o viés com a inclusio de fibras com mie-
lina irregular e com m4 definicio de seu contorno, por cortes na regido paranodal
onde hé superposi¢io de camadas invaginantes de mielina no método automatizado.

Ainda segundo Cuadras, os dados mais importantes sdo aqueles que desconsideram
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a forma, e, portanto, os parAmetros mais precisos seriam aqueles que medem direta-
mente o ndmero de pixel dentro da linha referencial de contorno do objeto em estudo.
O perimetro e a 4rea sdo, portanto, as medidas ideais que preenchem tais requisitos.
Embora tenham sido aferidos os didmetros maior e menor, foi considerado para andlise
apenas o didAmetro médio, em razio da grande variacio de forma das fibras.
Considerando trés parAmetros — area, perimetro e diAmetro médio —, verifi-
camos que houve diminuicio nas dimensoes das fibras mielinizadas no 20° dia pds-
-operatdrio, com aumento gradual no 30° e 452 dias, demonstrando uma seqiiéncia
evolutiva ao longo do periodo estudado. A tdnica redugido de valores ocorrida na
area, do 30° para o 45° dia, nio foi significativa. GUTMANN e SANDERS (86), j4 em
1943, estudando morfologicamente o nimero e o diAmetro das fibras axonais em
coelhos, pds-sutura, constataram uma diminui¢io dos valores no coto distal, compa-
rativamente ao coto proximal e ao nervo normal, a qual se prolongou até 365 dias
de pds-operatério. Essa diferenca de dimensdes menores do que as normais no grupo
de 45 dias também foi observada no presente estudo, com diferenga estatisticamente
significativa. Pode-se constatar, portanto, que a regeneracio axonal com as dimen-
soes alcancadas foi suficiente para permitir recuperagio funcional préxima a norma-
lidade, ao observarmos as medidas obtidas com o teste de preensao.
Verificamos em nosso estudo uma tendéncia a compartimentalizacio no coto
distal similar aquela descrita por MORRIS e colaboradores (27) e MACKINNON e co-

laboradores (24) em regeneracio do coto proximal e regeneragio espontinea. Foi
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possivel evidencia-la no grupo do 20° dia pds-operatério, porém com maior defini-
¢do no grupo do 30° dia pds-operatdrio.

Na anilise morfométrica da contagem numérica das fibras mielinizadas nio
foram encontradas fibras em regeneracio no 10° dia pds-operatério. As fibras mieli-
nizadas presentes encontravam-se em processo degenerativo no coto distal, o que foi
corroborado pelo exame de ultramicroscopia eletronica, sendo assim justificada a
exclusido das mesmas. Resultado de recente estudo em modelos experimentais com o
nervo cidtico evidenciou presenga de ntmero reduzido de fibras regeneradas no 12°
dia em animais sob efeito de fator de crescimento neural (87). Outro protocolo ex-
perimental com lesdo por esmagamento do cidtico para estudo comparativo entre
duas drogas imunossupressoras detectou presencga de axdnios regenerados no 17° dia
(88). Pode-se inferir que as fibras em regeneracio ultrapassam a zona de lesdo muito
precocemente, no modelo mediano, a partir do 10° dia. Neste trabalho, a detec¢io
inicial de regeneracio neural verificada no 20° dia pés-operatdrio, seguiu-se um &pi-
ce no 30° dia, para entdo apresentar diminui¢io no 45° dia. Resultados semelhantes
foram encontrados por WATTING e colaboradores (89) em estudos morfométricos,
na avaliacio da regeneragio neural em nervo cidtico de ratos com uso de nucleoti-
deos estimuladores apds microneurorrafia e trauma compressivo. DUNNEN e colabora-
dores (90) analisando morfometricamente a regeneracdo do nervo cidtico através de
tubos biodegraddveis detectaram semelhante comportamento na proliferacio das
fibras mielinizadas, no coto proximal e distal, durante periodo inicial de 10 semanas.

Postula-se que a diminui¢do da densidade numérica das fibras esteja associada com o
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momento em que a brotagdo axonal atinge as células alvo, ou placa motora. Neste
modelo estudado, foi corroborada essa hiptese com a mensuracdo de forca no 45°
dia pds-operatdrio semelhante a do grupo controle, nao operado.

Os dados morfométricos quanto a espessura da bainha de mielina demons-
traram que ocorre uma tendéncia progressiva de aumento da sua dimensio até o 45° dia
pbs-operatdrio, equivalente aos valores do grupo nfo operado, coincidindo também
com a aquisicio de forca similar & normal.

Mesmo nio havendo correlagdo entre teste funcional e dados morfome-
tricos, podemos constatar que a morfometria nos diferentes grupos demonstra pa-
droes morfoldgicos caracteristicos em diferentes momentos do processo de regene-
ragao.

Na literatura ndo ha descricio de anélise morfométrica associada ao modelo
experimental do nervo mediano. MEDINACELI (91), comparando o indice funcional
do cidtico com morfometria em lesdes trauméticas, também nio encontrou corre-
lagdo entre esses dois parAmetros. KANAYA e colaboradores (92), em recente estudo
visando determinar o método ideal de mensuracio da regeneracio neural, assumin-
do como parAmetro ideal para o cidtico o indice funcional, nio encontrou forte cor-
relacio com parAmetros morfométricos e eletrofisioldgicos. Possivelmente a morfo-
metria é muito Gtil apenas para fornecer dados morfolégicos do processo de regeneracio,
como, por exemplo, o nimero de fibras representar a velocidade do brotamento axo-
nal, mas sem permitir inferéncias quanto a recuperagio funcional, pois 0 nlimero ex-

cessivo de axOnios pode, inclusive, estar correlacionado com um teste funcional
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aquém do esperado, uma vez que, ndo alcangcando o 6rgdo alvo, pode haver um
estimulo continuado para o brotamento. E, portanto, imperativo associar diferentes
técnicas de mensuracio da regeneracio neural a fim de se obter o maior nimero de
dados possivel referente aos diversos fendmenos envolvidos no processo.

Esta drea permanece aberta a investigacio cientifica, na busca de meios que
permitam acompanhamento e deteccdo de parAmetros morfoldgicos representativos
do ndmero de fibras que atinjam a placa motora e realmente desempenhem a fungio

adequada para o retorno da atividade motora, objetivo maior de toda microneu-

rorrafia na lesdo dos nervos periféricos.



6 - CONCLUSOES




54

6 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a partir da investigacdo realizada, pode-se
concluir que o modelo experimental do nervo mediano em ratos é apropriado para o
estudo do perfodo inicial da regeneracio neural, apresentando facil acesso para sua
disseccdo microcirtrgica e seqiiela pds-seccdo traumdtica com recuperagio inicial
perfeitamente mensuravel funcional e morfologicamente no periodo de 45 dias.

A anilise dos dados morfométricos permitiu quantificar diferenciadamente a
evolugio do processo de regeneracio inicial, detectando alteracdes significativas de ni-
mero e dimensdes das fibras axonais mielinizadas entre os grupos estudados, a saber:

. diAmetro, perimetro, 4rea e espessura da bainha de mielina apresentaram
diminuigfo significativa dos valores com posterior aumento nos grupos subseqiien-
tes, acompanhando o processo de regeneragio inicial;

. a variagdo significativa da contagem do ntmero de fibras axonais mielini-
zadas entre os grupos ao longo do periodo, permite empregar esse parAmetro observa-

cional no modelo em questao.
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A quantificagio da forca pelo teste de preensdo demonstra ser o periodo de
45 dias suficiente para o estudo da regeneracio neural no modelo mediano, com a
vantagem de nio ocorrer nenhum caso de autotomia ou contratura articular nos
animais.

Apesar de os dados morfométricos refletirem a evolucdo cronoldgica das al-
teracdes troficas no modelo do nervo mediano, néo é possivel correlaciona-los com a
fungdo motora. Portanto, esta drea permanece aberta a investigacio cientifica, na
busca de meios que permitam acompanhamento e detec¢io de parAmetros morfomé-
tricos representativos do nimero de fibras que atinjam a placa motora e realmente
desempenhem a funcido adequada para o retorno da atividade motora, objetivo

maior de toda microneurorrafia na lesdo dos nervos periféricos.
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Tabela 1 - Dados gerais e de morfometria do grupo de ratos normais
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Tabela 2 — Dados gerais e de morfometria do grupo de ratos sacrificados no décimo dia pés-opera-

torio

Tabela 3 - Dados gerais e de morfometria do grupo de ratos sacrificados no vigésimo dia pos-
-operatorio
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Tabela 4 - Dados gerais e de morfometria do grupo de ratos sacrificados no trigésimo dia pds-ope-
ratdrio
Rato Peso Forca Fibras Espessura Diametro Perimetro Area
(g) (g) (n® médio) média (p) médio (p) médio (p ~ média (u?)
1 227,5 87,8 82,6 £17,9 0,52 +0,12 33+£0,76 13,7+43 6,1 £291
2 220 98,5 65,6 + 14,9 0,48 £ 0,12 3,2+0,81 12,2+39 6,1+2,84
4 219,5 72,7 68,1 +21,8 0,59 +0,13 324063 12,1+33 §89+3,86
5 209 106,4 51,5+ 14,1 0,49 £ 0,08 2,8 +0,61 10,1£2,5 4£1,62
6 230 90 46+ 7,6 0,45 £ 0,07 29+0,66 10,8+2,7 6,8%3,2
Tabela 5 - Dados gerais e de morfometria do grupo de ratos sacrificados no quadragésimo quinto
dia pés-operatdrio
Rato Peso Forca Fibras Espessura Diametro  Perimetro Area
(2) (2) (n® médio) média (p) médio (n) médio (u) nédia (u?)
1 228 99,4 48,3+ 13,9 0,88+0,49 3,2+0,95 12,2+£35 4,2+£283
2 214 115,7 495+ 11,2 1,21+£0,33 3,7+1,23 13,1+ 4,8 59+44
3 235 112,5 84,6+£21,4 08 £0,12 2,9+ 0,87 10,3£3,2 44+24
4 228 108,5 68,5+9,0 0,8 +0,1 2,8+£0,8 10,1£3,0 4,7+£24
5 214,5 117,9 51 £8,7 0,92+£0,15 3,7+ 1,34 13 +43 6,7+4,76
6 245 100,2 62,3+8,0 0,85+0,14 3,3+ 1,04 11,5+3,8 5,6+3,28
7 221 83 57 £7,6 0,72£0,16 3,4+1,04 11,9£40 58+3,37
8 218 116,4 31,6 £ 15,7 0,71+£0,11 3,9+ 1,35 14,6 £58 7,7+£5,3
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ABSTRACT




ABSTRACT

This study was undertaken to assess nerve regeneration, as the result of end to end
microneurorrafy over 45 days, in the Median nerve on 34 Wistar rats. The grasping
test was performed to evaluate function recovery in the fore limb while distal nerve
specimens were harvested for morphometric analysis after 10° (8 rats), 20° (5), 30°
(5), 45° (8) days of surgery in addition to unoperated control group (8). A higher
negative value showed by the balance was recorded while the animal was grasping
with its right forelimb, for function test and the morphometric parameters observed
were number of mielinated fibers and their dimensions: diameter, perimeter, area as
well as mielin sheath thickness. Comparisons of independent values between groups
were done by parametric analysis of variance test for number of fibers, diameter and
area for function test and mielin thickness. Results showed improvement of grasping
strenght for each group progressively, reaching similar values between 45 day group
and controls (p > 0.05), which means normal neural regeneration level achieved at
the end of the studied period. There was no regenerated fibers in the 10 day biopsied
group. All mielinated fibers in this group present degeneration signs. The number of

mielinated fibers increased at 20 and 30 days, decreasing ar 45 days. The dimensions



of mielinated fibers and the mielin sheat thickness showed significant lower values
between 20 day and control group, with increasing values in the subsequents groups.
Even though the grasping test and number of fibers resulted in negative correlation
(Spearman correlation coefficient) for the control group it was not possible to match
morphometric data and function in the remaining groups. In conclusion the Median
nerve experimental model is a reliable method to assess function and morphometry
of peripheral nerve regeneration during the 45 days following end-to-end
microneurorrafy, but morphometric data can not be related to function recovery,

they merely provide a morphologic structure chronology of regeneration events.
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