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RESUMO

PACHIONI, Célia Aparecida Stellutti. Lesao por esmagamento do nervo isquiatico
de ratos: estudo da vascularizagcado. 2006. 92 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de

Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2006.

Este trabalho teve como objetivo estudar as alteragées microvasculares intraneurais
agudas em nervo isquiatico de rato submetido a esmagamento por diferentes
cargas. Foram utilizados sessenta ratos machos da linhagem Wistar, distribuidos em
dois grupos experimentais de acordo com o protocolo de injecdao de vasos e
subdivididos de acordo com a carga de esmagamento. Os nervos isquiaticos direitos
de cada grupo experimental foram isolados e submetidos ao esmagamento com
diferentes cargas (0,5 Kg, 1,0 Kg, 5,0 Kg, 10,0 kg e 15,0 kg) por 10 minutos e os
nervos isquiaticos esquerdos foram utilizados como controle. Apés o esmagamento,
30 animais foram submetidos ao Protocolo |, que constou de: cateterizagdo da aorta
abdominal, perfusdo manual da solugcdo composta de tinta da China e gelatina 5%
em formol 10%, dissecagéao e retirada dos nervos direitos e esquerdos, desidratacao
e diafanizagdo para analise longitudinal dos vasos intraneurais. Os outros trinta
animais foram submetidos ao Protocolo Il, que constou de: cateterizagdo da aorta
abdominal e perfundidos com solugcao composta de tinta da China e gelatina 5% em
soro fisiolégico e, apds, mantidos em freezer -20°C por uma hora. Em seguida os
nervos foram dissecados e retirados em toda a sua extensdo, cortados em 3
fragmentos, congelados em isopentano em gelo seco e armazenados em freezer -
70°C, seccionados em cortes transversais semi-seriados em criostato para analise e
contagem dos vasos intraneurais. Os resultados mostraram regiées de hematoma
endoneural e epineural nas diferentes cargas utilizadas indicando que as forcas de
esmagamento foram suficientes para lesar os vasos intraneurais do nervo isquiatico,
especialmente com cargas elevadas. A analise morfométrica mostrou um
comportamento diferente nas trés regides estudadas, constatando menor nimero de
vasos na regidao do esmagamento € nao nas regides acima e abaixo da mesma.
Estes resultados sugerem lesdo localizada dos vasos intraneurais que foi
proporcional a carga de esmagamento, causando hematoma endoneural e
epineural, o que criara um microambiente desfavoravel para a regeneragdao das
fibras nervosas que também foram lesadas nesse modelo.

Palavras-chave: vascularizacao, esmagamento, nervo isquiatico, rato.



ABSTRACT

PACHIONI, Célia Aparecida Stellutti. Crush injury of the rat sciatic nerve:
vascularization study. 2006. 92 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2006.

The objective of this work was to study the acute intraneurial microvascular changes
in the rat sciatic nerve submitted to a crush injury by different loads. Sixty Wistar
male rats were used and distributed into two experimental groups according to vessel
injection protocol and subdivided according to the crush load. The right sciatic nerves
of each experimental group were isolated and submitted to crush by different loads
(0,5 Kg, 1,0 Kg, 5,0 Kg, 10,0 kg and 15,0 kg) for ten minutes. The left sciatic nerves
were used as controls. After the crush, thirty animals were submitted to Protocol I,
which consisted of: abdominal aorta catheterization, manual perfusion withf a solution
composed of China ink and gelatin 5% in formaldehyde 10%. After that the right and
left nerves were collected, fixed in formaldehyde10%, dehydrated and diaphanized
for longitudinal analysis of the intraneurial vessels. The other thirty animals were
submitted to Protocol Il, which consisted of: abdominal aorta catheterization, as
described above and perfused with a solution of China ink and gelatin 5% in
physiologic saline and then placed in a freezer at -20°C for one hour. After that the
nerves were dissected and removed in their entire length, cut into three fragments,
frozen in isopentane and dry ice and placed in a freezer at -70°C, cut in semi-serial
histological transverse sections for analysis and intraneurial vessel quantification.The
results showed endoneurial and epineurial haematoma areas in the different groups,
indicating that the crush forces were enough to damage the intraneurial vessels,
specially with high loads. The morphometrical analysis showed a different profile in
the three fragments, with smaller number of vessels in the crush region then above
and below, suggesting that the damage to intraneurial vessels was proportional to
the crush load, causing endoneurial and epineurial haematoma, which creates an
unfavorable microenvironment for the regeneration of the nerve fibers that were also

damaged in that model.

Key-words: sciatic nerve, crush injury, vascularization, rat.
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1 INTRODUCAO

Os nervos periféricos lesados se regeneram, e para o estudo desta
regeneragao foram empregados diversos modelos experimentais para investigar os
fendbmenos que envolvem a fisiopatologia da lesdo nervosa e sua regeneracao.

As lesbes dos nervos periféricos apresentam alteracdes funcionais
tanto sensitivas quanto motoras, e se ndo forem adequadamente tratadas, podem
provocar um déficit importante, com prejuizos ndo sé da qualidade de vida dos
pacientes, bem como, do sistema estatal em casos de aposentadoria precoce devido
a incapacidade funcional.

Os estudos dos fenémenos envolvidos na degeneracao e regeneragao
de uma lesédo nervosa periférico foram realizados considerando alguns aspectos tais
como: os métodos de reparacdo (TERENGHI, 1995; IDE, 1996; DANIELSSON;
DAHLIN; POVLSEN, 1996; SONDELL; LUNDBORG; KANJE, 1999; AKASSOGLOU
et al., 2003; BONTIOTI; KANJE; DAHLIN, 2003; GEORGE; BUEHL; SOMMER,
2004; THORNTON et al., 2005), a avaliagao funcional (LEE et al. 2000; VAREJAO et
al., 2003; GEORGE et al, 2003), porém o estudo da vascularizacdo na lesao
nervosa tem recebido pouca atencao (HOBSON et al.,, 1997; HOBSON; GREEN;
TERENGHI, 2000).

Lesdes nervosas periféricas experimentais, no nervo isquiatico, podem
ser provocadas através de diversos procedimentos, tais como: esmagamento
através da compressao, transecgao, estiramento e congelamento. Diversos fatores
como a magnitude, a duracdo e o0 mecanismo do trauma compressivo Sao

importantes para a determinagéo da severidade da lesdo. Assim, quando um nervo é
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submetido a uma pressao externa, a lesdo pode ser provocada tanto pela pressao
como pela isquemia. Uma isquemia acontece quando a pressdao do esmagamento
exceder a pressdao de perfusdo capilar (MELLICK; CAVANAGH, 1968;
SCHMELZER; ZOCHODNE; LOW, 1989; LUNDBORG; DAHLIN, 1989; GUDEMEZ
et al., 2002; XU; ZOCHODNE, 2002).

Diversos estudos propuseram a utilizagdo de modelos experimentais
de lesdo nervosa por esmagamento para avaliar tanto a lesdo em si, como a
regeneracdo e a recuperacao funcional (SJOBERG; KANJE, 1990; CHEN et al.,
1992; TANAKA; ZHANG; WEBSTER, 1992; BRIGDE et al., 1994; ALGORA et al.,
1996; WIDERBERG; LUNDBORG; DAHLIN, 2001; OLIVEIRA et al., 2001; 2004),
porém continua pouco conhecida a resposta vascular numa les&o nervosa periférica

aguda por esmagamento.

1.1 Estrutura do nervo periférico

Os nervos periféricos sdo constituidos de feixes de fibras ou axénios
com suas bainhas de mielina as quais lhes conferem a cor esbranquicada. Os
axOnios que irdo constituir os nervos periféricos originam-se de corpos celulares de
neurdnios localizados na substancia cinzenta do tronco cerebral; no corno anterior
da medula espinal, ou daqueles neur6nios situados perifericamente nos ganglios
sensitivos, dos nervos espinais ou em ganglios do sistema nervoso autbnomo.

Nos vertebrados, os nervos periféricos sdo envolvidos por uma camada

externa de tecido conjuntivo denso, 0 epineuro, que reveste 0 nervo e que envia
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prolongamentos de tecido fibroso moderadamente denso para os espagos entre os
feixes de fibras nervosas, o perineuro. Cada um destes feixes € revestido por uma
bainha de células achatadas e justapostas, derivadas do epineuro, que atua como
barreira as substancias difusiveis (macromoléculas).

Dentro desta bainha perineural encontram-se localizados os axénios,
envolvidos por uma bainha de mielina, as células de Schwann, mastécitos,
fibroblastos, fibras colagenas, reticulares e células endoteliais da rede capilar
endoneural, que, no conjunto, constituem o endoneuro. Estas estruturas sao
responsaveis pela continuidade e integridade das fibras nervosas e também pela
conducdo de capilares até a intimidade dos axdnios para a nutricdo dos mesmos
(FAWCETT; KEYNES, 1990; IDE, 1996).

As fibras nervosas podem ser do tipo mielinicas ou amielinicas. Nas
fibras mielinizadas, a bainha de mielina aparece como uma série de segmentos
cilindricos dispostos em multiplas camadas em espiral ao redor do axénio, derivadas
das células de Schwann.

Portanto, nos axénios mielinicos, encontra-se externamente a ele, em
seqléncia de dentro para fora: a bainha de mielina, o citoplasma, o nucleo das
células de Schwann e as fibras colagenas e reticulares de revestimento que no
conjunto constituem o endoneuro (LUNDBORG, 2003).

O termo membrana endoneuro é empregado para denominar a
membrana basal da célula de Schwann fora da bainha de mielina, como as fibras de
colageno, e as fibras reticulares responsaveis pela manutencdo da arquitetura da
fibora nervosa. A membrana endoneural encontra-se preservada durante a

degeneragdo Walleriana, porém ela pode ao longo do tempo colapsar ou ser
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preenchida por coldgeno se a regeneracao nao acontecer durante um curto periodo
de tempo (SEDDON, 1975; TERENGHI, 1995).

Millesi e Terzis (1984) enfatizaram as diferengas do emprego dos
termos endoneural e endoneuro. O termo endoneural deve ser empregado para se
referir ao local, j& o termo endoneuro deve ser utilizado para se referir a ele
propriamente dito. O perineuro é a denominagcao da membrana de um fasciculo
individual. A sua camada interna é formada por células, tipo epiteliais, € a camada
externa é formada por tecido conectivo e colageno.

Estes autores reforcaram a diferenga da denominagdo perineural
(localizado ao redor do nervo) e da denominacdo perineuro (pertencendo ao
perineuro). O termo, fasciculo e funiculo podem ser utilizados sinonimamente, eles
séo constituidos por grupos de fibras nervosas cercadas pelo perineuro. O epineuro
refere-se ao tecido conectivo colagenoso do nervo periférico que circunda os

fasciculos circunferencialmente e entre eles.

1.2 Sistema microvascular intraneural

O suprimento nutricional ao tronco nervoso é proporcionado por um
sistema microvascular muito bem desenvolvido, mostrando plexo vascular em todas
as camadas do nervo. Ao longo do seu curso, 0 tronco nervoso recebe um
suprimento vascular segmentar. Os vasos segmentares geralmente chegam ao
nervo de maneira enovelada e relaxada que nao restringe a excursdao do tronco

nervoso. Quando os vasos regionais chegam ao tronco nervoso, eles se dividem em
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ramos descendentes e ascendentes correndo longitudinalmente em camadas
superficiais e profundas do epineuro. Esses vasos também formam numerosos
colaterais aos vasos na bainha perineural. No interior dos fasciculos, existe um
padrao longitudinal de vasos endoneurais, principalmente capilares. Quando os
vasos atravessam a parte mais interna do perineuro para o endoneuro, eles
freqlientemente mostram um curso obliquo, constituindo um mecanismo de valvula,
fazendo-os vulneraveis a pressdao (LUNDBORG; DAHLIN, 1996).

Quando um tronco nervoso é submetido ao trauma, irritacdo mecanica
ou compressao, o edema pode se formar rapidamente no epineuro, mas, por causa
da barreira de difusdo na bainha perineural, o edema ndo penetra dentro dos
fasciculos. A camada perineural atua como um tecido de protegdo importante para
as fibras nervosas dentro dos fasciculos (OLSSON; REESE, 1971; OCHOA;
FOWLER; GILLIATT, 1972).

Em contraste, os vasos endoneurais ndo permitem extravasamento de
proteinas, constituindo a barreira sangue-nervo analoga a barreira sangue-cérebro.
O micro-ambiente endoneural, portanto, normalmente est4d preservado pela
combinacdo das barreiras de difusdo no endotélio dos capilares endoneurais e
camada perineural. Se o edema pode ser induzido no espac¢o endoneural do tronco
nervoso, o0 resultado € um aumento na pressdao do fluido endoneural e uma
interferéncia rapida com a microcirculacdo endoneural (LUNDBORG; MYERS;
POWELL, 1983).

O nervo periférico possui um sistema microvascular bem desenvolvido
no epineuro, perineuro e endoneuro. Seus vasos encontram-se distribuidos em
varias camadas no nervo, e sao interligados através de numerosas anastomoses. A

transmissdo do impulso nervoso, bem como o transporte axonal, requer um
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suprimento de energia continuo proporcionado pelos microvasos intraneurais. O
sistema microvascular possui uma grande capacidade de reserva para compensar a
mobilizacdo ou lesdo dos vasos regionais locais. No grande epineuro, vasos
orientados longitudinalmente exibem um padrdo caracteristico, ou seja, os vasos
estdo presentes em todas as camadas do epineuro, que é, superficialmente, bem
como, entre os feixes fasciculares nas camadas profundas do nervo (LUNDBORG;
DAHLIN, 1996: REMPEL; DAHLIN; LUNDBORG, 1999; DAHLIN, 2004).

Os vasos sanguineos penetram o nervo em intervalos regulares. Esses
vasos podem ter até 1,0 mm de didmetro, raramente excedendo 2,5 cm de
comprimento. O nervo possui uma densa rede de vasos entre e dentro dos funiculos,
isto permite que um grande segmento de nervo seja liberado de suas conexdes sem
prejuizo aparente da irrigagdo. A isquemia de um nervo leva a colagenizagéo e a
fibrose dos funiculos, ocasionando retardo ou obstaculo intransponivel para
regeneracao (BACSICH; WYBURN, 1945; NICHOLSON; SEDDON, 1957).

Segundo Bell e Weddell (1984a) os aspectos incomuns dos vasos
endoneurais sugeriram uma comparagao morfométrica detalhada com a
microvascularizagdo do musculo esquelético.

Bell e Weddell (1984b) descreveram o0s vasos sanguineos do nervo
isquiatico no rato como vasos maiores e mais espacados do que os do musculo
esquelético. Canais vasculares correm por grandes distancias ao longo do nervo no
epineuro e endoneuro. Observaram que sao comuns as anastomoses entre as
arteriolas e vénulas. Os vasos menores eram maiores do que os capilares comuns,
e acreditavam que o leito vascular do nervo era uma rede anastomética continua.

Lundborg (1975) descreveu um padrdo complexo de fluxo vascular

através desta rede: diregbes de fluxo diferentes sdo encontradas simultaneamente
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em diferentes pontos ao longo de um dado vaso como resultado de uma ligagéo
anastomética, e a direcdo do fluxo pode reverter em resposta ao trauma ou
estimulagdo simpatica.

Esta circulacdo adaptavel é altamente competente mesmo em
situagdes adversas. Ela € mais importante para o balanco ibnico e ambiente
osmotico do compartimento endoneural para a funcao das fibras nervosas do que
para a nutricdo metabdlica das mesmas. Ela pode agir como um reservatério local
com o volume relativamente constante do sangue movimentando-se através de
condutos grandes e pode ser rapidamente restaurada.

Resultados quantitativos demonstraram que enquanto o nervo tem um
volume vascular tdo grande quanto o musculo adjacente, existe um numero de
grandes capilares e conseqientemente uma area de superficie total menor para a
troca, portanto, as demandas metabdlicas no sangue podem ser menores no nervo.
O volume de sangue do nervo e tecido muscular pode ser comparavel e € igual,
entretanto a distribuicdo do volume do sangue nos dois tecidos € muito diferente
(BELL; WEDDELL, 1984b).

Segundo Reina et al. (2000) a importancia da vascularizagao dos
nervos periféricos se deve ao fato de os axénios serem vulneraveis a isquemia pela
grande distancia que existe entre o corpo neuronal e a extensao do axénio.

Para assegurar uma adequada irrigagcdo, 0s nervos periféricos
possuem dois sistemas independentes que se anastomosam entre si. O sistema
extrinseco que € formado por artérias, arteriolas, vénulas e se encontram no
epineuro; e o sistema intrinseco, formado pelo conjunto de capilares longitudinais,
que se encontram dentro dos fasciculos e em relagdo ao endoneuro. As

anastomoses entre ambos sistemas vasculares estdo formadas por vasos que se



23
encontram no epineuro e perineuro, e gragas a eles 0s nervos podem resistir aos
estados de isquemia.

Os vasos endoneurais possuem caracteristicas préprias que lhes
conferem uma particularidade funcional, diante de situacbes de isquemia e de
hipovolemia. Os capilares endoneurais sao maiores que em outros tecidos, embora,
a distancia entre os capilares seja maior, comparada com o cérebro ou o musculo. O
grande tamanho dos capilares contrasta com a escassa auto-regulacdo desses
vasos, que tém uma escassa contratilidade, porque o0s nervos sdo sensiveis as
trocas de volume e a pressdo de perfusdo. A isto se soma a grande distancia
intercapilar, que pode tornar ineficiente a perfusdo endoneural, jA que devemos
lembrar que o fluxo sanguineo do nervo € dependente da distancia capilar, o qual

torna estes tecidos mais vulneraveis ao edema endoneural.

1.3 Lesao nervosa periférica

Os nervos periféricos sdo alvos constantes de lesdes de origem
traumatica como esmagamento, compressao, estiramento, avulsdo e sec¢ao parcial
e total, que resultam na parada da transmissdao de impulsos nervosos e, por
conseguinte, na perda ou diminuicao da sensibilidade e motricidade no territério
inervado (OGARD; STOCKERT, 1994; AZZE; MATTAR JUNIOR, 2000).

InUmeras alteracdes nervosas e musculares ocorrem em consequéncia
da lesdo de um nervo periférico. Embora os nervos periféricos se regenerem,

quando restauradas as fungbes nervosas perdidas, sabe-se que a recuperagao
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funcional raramente € completa e perfeita, as vezes, apesar da aplicagdo de técnicas
sofisticadas de reconstru¢do (MENDONGCA; BARBIERI; MAZZER, 2003).

Existem vérios fatores que influenciam na regeneragéo da fibra nervosa
lesada, como a natureza e o nivel da lesao, periodo de desnervacao, tipo e diametro
da fibra nervosa. Fibras de diametro e fungdes diferentes (motoras, sensitivas e
simpaticas) se regeneram com velocidades diferentes, o0 mesmo ocorre com as
fibras de diferentes troncos nervosos. Outros fatores, como a idade do paciente, a
intercorréncia de agentes quimicos, temperatura e variacées individuais também
interferem na velocidade de regeneragao de um nervo periférico (SUNDERLAND,
1978, 1985, 1990; ZOCHODNE, 2000; RASO, 2002).

Quando um nervo periférico € intensamente lesado, a por¢ao do nervo
distal a lesdo sofre mudangas degenerativas. Augusto Waller, ja em 1850,
demonstrou que um processo degenerativo progressivo se instala no coto distal no
nervo lesado, incluindo a degradagdo da substdncia axonal e a atrofia dos
envoltérios da fibra nervosa. No coto proximal também ocorre uma degeneragédo da
substancia axonal, que é fagocitada por macrofagos e pelas células de Schwann, e
esse processo envolve uma extensao variavel da fibra nervosa, sendo proporcional a
gravidade da lesdo e ao diametro da fibra. Esse processo € também conhecido
como Degeneracdao Walleriana, dele resulta um tubo neural vazio, preparado para
receber 0 novo axoplasma produzido pelo corpo celular do neurdnio, ja € o inicio do
processo de regeneracao (SPENCE, 1991; TATAGIBA et al., 2003).

Uma regeneracdo axonal acontece pelo transporte intra-axonal do
material sintetizado no corpo celular, que é impulsionado ao longo do axénio através
de movimentos amebodides, que iniciam na raiz do coto proximal do axénio lesado.

Para que uma regeneracdo nervosa se efetive, alem da sintese e transporte do
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material axoplasmatico, deve haver a confluéncia de outros fatores positivos, tais
como alteragdes fisico-quimicas e ultra-estruturais no meio adjacente, proliferagéo
de células de Schwann e fibroblastos, e a regeneragdo da bainha de mielina
(MENDONCA; BARBIERI; MAZZER, 2003; POLA et al., 2004).

As lesdes dos nervos periféricos foram classificadas em graus,
baseados na intensidade do comprometimento das estruturas do nervo e na
intensidade das manifestagdes clinicas.

A classificacao de Seddon (1943) descreve trés tipos de lesdo nervosa
periférica: neuropraxia, axoniotmese e neurotmese.

A neuropraxia representa o grau mais leve de lesdo neural e é
caracterizada pela redugéo ou bloqueio completo da condugéo através do segmento
do nervo. A continuidade axonal é mantida e a condugdo do nervo é preservada
proximal e distalmente ao segmento lesado. A sensibilidade e as fungdes simpaticas
podem ser poupadas parcialmente.

A axoniotmese representa um grau mais severo de lesdo nervosa e é
caracterizada por interrupcdo dos axdnios com preservacado do tecido conectivo
circunjacente o qual suporta a regeneracao axonal. A degeneracgao distal Walleriana
dos axénios podem ocorrer em um periodo de muitos dias, ap6s o que a estimulagéao
elétrica do coto distal desconectado nao oferecera resposta de aumento de
conducao ou resposta muscular.

A recuperacao podera ocorrer através da regeneracao axonal, devido a
preservacdo do tecido conectivo que serve de guia, constituido de células de
Schwann e sua lamina basal, e componentes celulares e moleculares da matriz
extracelular. As células de Schwann proliferam e formam tubos ou condutos

longitudinais (bandas de Bungner) através dos quais os axbnios se regeneram.
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Todas as fungbes neurolégicas estdo afetadas, e a eletroneurografia vai mostrar
alteracdes de desnervacgéo.

A neurotmese € 0 grau mais grave de lesdo do nervo periférico. A
desconexao do ax6nio, a mielina e o tecido conectivo compéem as caracteristicas
histolégicas deste tipo de lesédo, por este motivo a regeneragdo nao pode ocorrer..
Na evolugao da cicatrizacdo, apesar da continuidade externa poder ocorrer, a fibrose
intraneural que aparece vai bloquear a regeneracao axonal. A estrutura do nervo
esta totalmente desoganida e interrompida.

Posteriormente, Sunderland (1951), propdés uma classificacdo mais
detalhada e baseada em anatomia e funcionalidade pds-trauma dividindo-as em 5
graus: nos graus | e Il que correspondem a neuropraxia de Seddon, nos graus lll e
IV correspondem a subdivisbes de axoniotmese. No grau lll, o endoneuro esta
lesado com continuidade do perineuro. No grau IV, hd desconexao adicional do
perineuro e no grau V ha a correspondéncia com a neurotmese, ou seja,
desconexao total de todas as camadas inclusive do epineuro.

O valor prognostico dessas classificagcoes reside no fato de que quanto
maior o grau de leséo pior é a probabilidade de uma regeneracao total, além do que
variaveis como formacao de fibrose e lesdo vascular poderiam afetar a evolugao de
uma reconstrucdo cirdrgica tecnicamente adequada (AGUIAR; TEDESCO-

MARCHESE; SPARAPANI, 2003).
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1.4 Lesao nervosa por esmagamento

Os fenbmenos envolvidos na regeneragdo podem ser estudados
através de véarios modelos experimentais, mas o modelo da lesdo por esmagamento
tem a vantagem de ndo envolver as variaveis introduzidas na lesdo por secgao
seguida de sutura. Porém o que se percebe é uma dificuldade na comparacao
dessas pesquisas devido a grande variedade de formas de esmagamento com
pincas de joalheiro, maquina de ensaio e aparelhos desenvolvidos com variacées no
tempo de esmagamento.

O modelo de lesdo por esmagamento tem sido adotado por vérios
autores, que enfatizam o fato de o esmagamento preservar pelo menos em parte a
estrutura do nervo, facilitando a regeneracdo, e de ndo haver necessidade de
realizar a sutura, que implica no treinamento prévio com as técnicas micro-cirurgicas
e na disponibilidade de instrumental e material adequados, em geral de alto custo
(GRAGG; THOMAS, 1964; De MEDINACELLI; FREED; WYATT, 1982; BAIN;
MACKINNON; HUNTER, 1989; BRIDGE et al, 1994; MENDONGCA; BARBIERI;
MAZZER, 2003).

Mira (1979) realizou estudos quantitativos da variagdo do numero e
didametro das fibras nervosas durante o processo de regeneracao, apds lesao por
esmagamento do nervo isquiatico, em ratos, analisando os resultados entre 10 a 720
dias apdés a lesdao nervosa. Demonstrou que o numero de fibras nervosas
mielinizadas em regeneracao retornou ao normal ja na quarta semana, o que

ocorreu somente no segundo més no caso da secgao seguida de sutura imediata.
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Rydevik e Lundborg (1977) e Rydevik, Lundborg e Bagge (1981)
utilizaram compressao local de 50 a 600 mmHg por periodos de tempo variando de
quinze minutos a seis horas em nervo tibial de coelho. Os resultados demonstraram
que um trauma discreto ao nervo (50 mmHg) por duas horas induziu edema
epineural pelo aumento da permeabilidade dos vasos epineurais que foram mais
suscetiveis do que 0s vasos endoneurais e que compressdes maiores € ou de
duracao mais prolongada causaram lesdao também aos vasos endoneurais, levando
a formacdo de edema intrafascicular que é mais proeminente nas bordas do
segmento do nervo comprimido, ja ilustrado por Bentley e Schlapp (1943).

Lundborg, Myers e Powell (1983) utilizaram compressdo externa de
30mmHg ou 80mmHg em um segmento do nervo isquiatico de rato por duas a oito
horas. Com 30mmHg houve um retardo do fluxo sanguineo venular no epineuro e
quando a pressao foi maior (80 mmHg) reduziu também nos capilares endoneurais,
chegando a uma completa estase de todo fluxo sanguineo intraneural no segmento
do nervo comprimido (isquemia). Estes dados foram confirmados por Ogata e Naito
(1986).

Nukada (1988) demonstrou que o numero de capilares endoneurais
aumentou apoés duas, quatro, seis e oito semanas apds esmagamento, transecgéo e
lesbes isquémicas, mas ndao axotomia permanente. Estes resultados sugerem que
neovascularizacdo endoneural distal pés-traumatica é dependente de duas
variaveis, o grau de regeneracao e a severidade da isquemia. O crescimento axonal
parece ser a grande determinante da formacao de novos capilares endoneurais pés-
trauma, enquanto a isquemia nervosa causa neovascularizagdo e regeneracao

nervosa prejudicadas.
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Weerasuriya (1988) em um modelo de les&o por transec¢ao no nervo
isquidtico de sapo investigou o periodo e as alteragées na permeabilidade capilar
endoneural durante a degeneracdo Walleriana. Os resultados deste estudo
sugeriram que a destruicdo dos axdnios e/ou sinais quimicos das células de
Schwann induzem um aumento na permeabilidade de seus capilares.

Em investigacdo posterior Weerasuriya (1990) utilizou um modelo de
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico de sapo para verificar as alteragcées na
permeabilidade capilar endoneural durante a regeneracdo em um periodo de trés
dias a doze semanas ap6s o esmagamento. Os resultados demonstraram que a
permeabilidade dos capilares endoneurais aumentou em dois picos separados,
sendo o primeiro até trés semanas e 0 segundo até nove semanas apos a lesao.

Schmelzer, Zochodne e Low (1989) em um modelo de isquemia severa
do nervo por meio de uma oclusédo das artérias por uma ou trés horas, estudaram a
isquemia e reperfusdo na conducdo nervosa, fluxo sanglineo e integridade da
barreira sangue-nervo. Seus dados indicaram que isquemia do nervo periférico
resulta em lesdo por reperfusdo, bloqueio de condugéo e ruptura da barreira sangue-
nervo.

Zochodne e Ho (1990) em estudo seguinte utilizaram um modelo pinga
de joalheiro por trinta segundos e por trés horas em nervo isquiatico de rato para
provocar lesdo por esmagamento.

Seus resultados nao proporcionaram evidencia que “no reflow” ocorre
em lesdo por esmagamento mesmo quando mantida com isquemia severa por
periodo de tempo (trés horas) conhecido para induzir “no reflow”. Eles sugerem que

a lesdo nervosa no esmagamento e possivelmente na compressao aumenta pela
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lesdo mecanica direta das fibras. Provavelmente estivessem ocorrendo diferentes
mecanismos de leso.

Dick et al (1990) utilizaram compress@o do nervo fibular de rato com
pressao fixa de 150 mmHg aplicada por periodos de tempo que variaram de dez
minutos a quatro horas ou por um tempo fixo de duas horas com pressdes variando
de 0 a 300 mmHg. Seus resultados mostraram que as alteragdes estruturais durante
a compressdo aguda estavam mais relacionadas as forgcas de estresse do
esmagamento que a isquemia, e confirmam os dados de Ochoa, Fowler e Gilliatt
(1972).

Dahlin e Rydevik (1991) e Dahlin e Thambert (1993) demonstraram
lesdes estruturais e funcionais nas compressdes de nervos periféricos, enfatizando
que 0s vasos intraneurais (vasa nervorum) foram ocluidos a aplicagédo de pressoes
elevadas, causando isquemia focal. Além disso, ocorreram alteragdes estruturais
das fibras nervosas, com desorganiza¢ao dos envoltérios neurais, inclusive a bainha
de Schwann, levando a deterioracdo da fungdo nervosa. Demonstraram, ainda, que
h& interrupgcéo do transporte axonal bidirecional em pressdes iguais ou maiores que
200 mmHg, aplicadas por 8 horas.

Chen et al. (1992) utilizaram um aparelho especialmente designado
para esmagamento de 5-mm de segmento do nervo isquiatico de rato com cargas
de 100g (13 mm Hg), 500g (50 mm Hg) e 15000g (1000 mmHg) por 10 minutos.
Seus resultados confirmam a hipoétese que o edema endoneural pode afetar
seriamente as diversas funcbes das fibras nervosas. Apos aplicacdo de forcas de
esmagamento leves, as alteracbes foram edema discreto e paralisia do membro

afetado, que persistiu por poucos dias, porém com cargas de esmagamento altas



31
houve lesao local extensa com edema e hemorragia e paralisia funcional por periodo
mais prolongado ao redor de sessenta dias.

Nukada, Powell e Myers (1993) estudaram a distribuicdo espacial da
lesdo nervosa apo6s oclusdo de um grande vaso individual em nervo isquiatico de
rato. Seus dados sugeriram que niveis leves de isquemia causam edema
endoneural, enquanto niveis moderados de isquemia produziram desmielinizacéo e
a isquemia severa produziu degeneracao Walleriana.

Podhajsky e Myers (1993) empregaram um modelo de lesdao por
esmagamento no nervo isquiatico do rato com pinga numero cinco por trés periodos
seqlienciais de 10 segundos para investigar a resposta vascular por meio de
analises morfométricas 1, 2, 3, 6 e 9 semanas apos a lesdo. A resposta consistiu em
duas fases: a primeira, até uma semana, houve um aumento no tamanho dos vasos.
Na segunda fase, até seis semanas apdés o esmagamento, houve um aumento no
namero de vasos e de sua densidade. Observaram que o complexo processo de
degeneragao e regeneragao é assistido por uma resposta vasogénica com duas
fases que estdo ligadas a necessidade funcional e metabdlica do tecido.

Bridge et al. (1994) utilizaram pingas hemostéticas de relojoeiro para
produzir lesbes por esmagamento no nervo isquiatico de ratos, com diferentes
tempos de aplicagdo de pressdo. Concluiram que a lesdo produzida era do tipo
axonotmese, sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, e que o
método era confiavel e reprodutivel. Entretanto, a pressao aplicada ndo era medida.

Kakinoki et al. (1995) investigaram o efeito da vascularidade no
conduto nervoso na regeneracao do nervo periférico. Demonstraram que os vasos
que foram pré-inseridos no conduto nervoso aceleraram a regeneragao por meio da

rapida formagéo capilar no tubo.
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Zochodne e Nguyen (1997) estudaram a angiogenese de microvasos
no nervo isquiatico de rato lesado por transecgéo. O estudo foi realizado pela analise
do padrdo dos microvasos perfundidos com tinta da india e por imagens
quantitativas. Os resultados indicaram evidencia da angiogenese apos sete dias,
indicado por um aumento no numero total e no didmetro dos vasos perfundidos.
Apés quatorze dias, novos vasos foram proeminentes no epineuro ou entre as
camadas do perineuro.

Hobson, Green e Terenghi (2000) estudaram a relagcdo morfolégica
entre a regeneragao nervosa e 0s vasos sanguineos apos axotomia por meio de um
estudo histoquimico. Seus resultados sugerem que tubulizacdo neural bem
vascularizada, orientada longitudinalmente pode melhorar a regeneracao nervosa.

Oliveira et al. (2001) estudaram a regeneragao do nervo isquiatico apés
lesbes por esmagamento com cargas controladas de 100 g, 500 g, 15.000 g, numa
maquina de ensaio. Avaliaram os resultados por meio da andlise das impressdes da
marcha (indice Funcional do Isquiatico) e da morfometria dos nervos e demonstram
que a recuperagao funcional e morfolégica foi proporcional a gravidade da leséo.
Concluiram também que houve correlagdo entre ambos os tipos de avaliagéo,
afirmando que apenas a avaliagcédo funcional, que ndo requer o sacrificio do animal,
fornece informacdes suficientes sobre a regeneragcao do nervo lesado.

Gudemez et al. (2002) em um modelo de esmagamento do nervo
isquidtico do rato, testaram a eficacia de um horménio esterdide adrenocortical
androgénio (DHEA) na prevencao da lesdo por reperfusdo e aumento da
recuperacao nervosa apods lesdao por esmagamento. Concluiram que embora
reduzida a lesdo por reperfusdo, novos estudos sdo necessarios para confirmar o

efeito no tecido neural.
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Diao, Andrews e Diao (2004) realizaram uma revisdo para discutir o
uso de modelos animais de lesdo nervosa periférica. Estes modelos sdo Uteis para
obter informacdes a respeito de lesées nervosas clinicas em trés areas: compressao
nervosa, esmagamento nervoso e laceracdo do nervo. Com relacdo a lesdo por
compressao aguda, os autores concluem que esta pode causar prejuizo permanente
da microcirculagao intraneural devido a lesdo mecéanica dos vasos associada com a
lesdo do nervo, no entanto o papel dos diferentes fatores biomecanicos nao esta
bem estabelecido, assim como nao estdo totalmente compreendidas as alteracdes
estruturais, celulares e moleculares. Estas informagdes ajudariam identificar o ponto
no qual o processo da lesdo nervosa se torna irreversivel.
Portanto, o estudo das alteragdes vasculares na lesdo nervosa
especialmente pelo esmagamento merece investigagdo, uma vez que 0 mesmo
poderia contribuir para melhorar as estratégias de tratamento da les&o nervosa

periférica.
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2 OBJETIVO

Estudar as alteragbes microvasculares intraneurais agudas, em nervo
isquiatico de rato, provocadas pelo esmagamento com diferentes cargas, através da
analise do padrao dos microvasos perfundidos com tinta da China, comparando o

numero de capilares endoneurais com seu respectivo controle.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados para o experimento ratos machos, adultos, da
linhagem Wistar, num total de 60, com peso corporal variando entre 250-350
gramas, obtidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
Estes foram separados em gaiolas apropriadas e mantidos no Biotério do
Laboratério de Fisiologia Cardiovascular da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, pelo menos 48 horas no novo ambiente para aclimatacao, com dieta a base
de ragao-padrao e agua ad libitum.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA), da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Campus da

Universidade de Sao Paulo, em 1 de dezembro de 2003.

3.2 Anestesia e procedimento cirargico

Todos os procedimentos descritos foram realizados no Laboratério de
Fisiologia Cardiovascular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Os animais
foram inicialmente pesados, para calculo da dose de anestésico (Thionembutal),
anestesiados com a dose de 50 mg/Kg de peso corporal, via intraperitoneal,

tricotomizados e posicionados em decubito ventral com suas patas dianteiras e
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traseiras em completa abducado e fixados a mesa operatoria. A anti-sepsia era
realizada com solugéo de alcool iodado a 20%.

Os nervos isquiaticos direitos e esquerdos eram abordados através de
uma incisdo cutanea longitudinal na face lateral da coxa. Um ponto de sutura
(Prolene 6/0, Ethicon) era passado no epineuro cerca de 5 mm distalmente a
emergéncia do nervo a partir do forame isquiatico maior para identificar o local de
realizacdo do esmagamento e para facilitar a visualizagdo do nervo apos a injecao
dos vasos (Figura 1). Os nervos isquiaticos direitos de cada grupo experimental
eram isolados e submetidos a esmagamento com um dispositivo de diferentes
cargas (0,5 Kg, 1,0 Kg, 5,0 Kg, 10,0 Kg e 15,0 Kg) respectivamente, distalmente ao
ponto de sutura, durante 10 minutos, sendo que os nervos isquiaticos esquerdos

foram utilizados como controle (Figura 2).

Figura 1 — Abordagem do nervo isquiatico na coxa direita, ap6s divulsdo da fascia entre o

biceps femural e o grupo dos gliteos. Aumento 16x.
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3.3 Dispositivo utilizado para produzir o esmagamento

O dispositivo utilizado no estudo foi desenvolvido no Laboratério de
Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Este dispositivo foi
desenvolvido para substituir a maquina de ensaio utilizada em trabalhos
semelhantes anteriores e tornar a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico de
rato mais facil e reproduzivel.

O dispositivo foi adaptado a partir de uma prensa manual utilizada em
armarinhos e consta de uma plataforma para o apoio do animal (A), com uma
estrutura principal (B) que recebe um eixo telescopavel (C) com suporte de apoio
para os pesos aferidos (0,5 Kg, 1,0 Kg, 5,0 Kg, 10,0 Kg e 15,0 Kg), uma base de
apoio para o nervo (D), eixo de aplicagdo de presséao (E), uma alavanca que serve
para acionar os pesos (F) e uma mola para manter a alavanca em equilibrio, ndo
alterando a carga (G). A aplicagdo da forga consiste no acionamento da alavanca
(F), que possui uma trava para suportar 0 peso durante o posicionamento do nervo
na base de apoio. Apds o posicionamento, a trava € liberada permitindo desta forma,
a aplicacao da forga no nervo (D).

A lesdo por esmagamento em um segmento de 5mm do nervo, o qual
permanece apoiado em uma base era realizado numa porgéo intermediaria do
nervo, distalmente ao ponto de sutura previamente passado no epineuro, com 0S
diferentes pesos, durante dez minutos (Figura 2). Este tempo foi escolhido porque
clinicamente, nervos podem ser submetidos a forca de esmagamento desta duragao
em varias circunstancias, incluindo acidentes automobilisticos e de construgdes

(CHEN et al., 1991, 1992; OLIVEIRA et al., 2001).
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Figura 2 — llustracdo esquematica do dispositivo utilizado para produzir o esmagamento do
nervo isquiatico direito do rato. O esmagamento ocorre em toda a largura do
nervo incidindo em 5 mm de comprimento.

A- plataforma

B- estrutura principal

C- eixo telescopavel com suporte para os pesos
D- base de apoio para o nervo

E- eixo de aplicagdo de pressao

F- alavanca

G- mola
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3.4 Grupos experimentais

Os sessenta animais foram divididos em dois grupos experimentais de
acordo com os procedimentos realizados e posteriormente subdivididos (Tabela 1),
conforme descrito a seguir.

Grupo I: 12 animais foram submetidos a dissecgédo e isolamento do
nervo isquiatico direito e a uma compressdao com carga de 0,5 Kg durante 10
minutos e em seguida subdivididos em dois grupos, conforme o protocolo de injecao
dos vasos.

Grupo II: 12 animais foram submetidos a dissec¢do e isolamento do
nervo isquiatico direito e a uma compressdo com carga de 1,0 Kg durante 10
minutos e em seguida subdivididos em dois grupos, conforme o protocolo de inje¢ao
dos vasos.

Grupo lll: 12 animais foram submetidos a dissecc¢ao e isolamento do
nervo isquiatico direito e a uma compressdo com carga de 5,0 Kg durante 10
minutos e em seguida subdivididos em dois grupos, conforme o protocolo de inje¢ao
dos vasos.

Grupo IV: 12 animais foram submetidos a dissecgdo e isolamento do
nervo isquiatico direito e a uma compressdao com carga de 10,0 Kg durante 10
minutos e em seguida subdivididos em dois grupos, conforme o protocolo de injecao
dos vasos.

Grupo V: 12 animais foram submetidos a dissecgao e isolamento do

nervo isquiatico direito e a uma compressdao com carga de 15,0 Kg durante 10
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minutos e em seguida subdivididos em dois grupos, conforme o protocolo de injecao
de vasos.

Os nervos isquiaticos esquerdos de cada animal dos diferentes grupos

experimentais foram utilizados como grupo controle.

Tabela 1 — Grupos experimentais, divididos por carga de esmagamento e

numero de animais para cada protocolo

Grupos Carga (Kg) Numero de Animais
Protocolo | | Protocolo Il
Grupo | 0,5 Kg 6 6
Grupo Il 1,0 Kg 6 6
Grupo lll 5,0 Kg 6 6
Grupo IV 10,0 Kg 6 6
Grupo V 15,0 Kg 6 6
TOTAL 30 30

3.5 Protocolo de injecao de vasos

3.5.1 Protocolo |

Os sessenta animais foram divididos em 2 grupos experimentais
conforme o protocolo de injecao de vasos e subdivididos em 5 grupos de acordo

com a carga utilizada para o esmagamento.
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Ap6s 10 minutos de esmagamento com o0s pesos determinados, 30
animais foram submetidos a cateterizagdo da aorta abdominal com tubo de
polietilieno PE-50, abaixo da emergéncia das artérias renais. O tubo de polietileno
PE-50 foi conectado a uma seringa de vidro de volume maximo de 20ml e os
animais foram perfundidos com injecdo manual de 12 a 15ml de uma solugao
composta de tinta da China e gelatina 5%, dissolvida em formol 10%, aquecida a 37°
C em banho-maria baseado em Colli, Forjaz e Ferreira (1982).

Imediatamente apdés o término da perfusdo, 0s nervos isquiaticos
direitos (esmagados) e esquerdos (controles) foram dissecados e retirados em toda
sua extensao e imersos em solugao de formol 10% por trés dias para a fixagdo do
tecido. ApoOs os trés dias imersos em formol 10% foi realizada a desidratacdo dos
nervos isquiaticos, em solugdes com concentragdes crescentes de alcool: 70%,
80%, 90%, 95% e finalizando com o absoluto, permanecendo 20 minutos em cada
solucédo. A seguir, os nervos foram imersos em xilol por trés dias.

Depois de trés dias de imersdo no xilol, os nervos isquiaticos foram
mantidos em uma solugdo de salicilato de metila e benzoato de benzila, na
proporcao de 3:2, para diafanizacao e posterior andlise sob lupa estereoscopica, e

para serem fotografados.

3.5.2 Protocolo Il

Os outros trinta animais, ap6s 10 minutos de esmagamento, foram

submetidos a cateterizacdo da aorta abdominal, como descrito anteriormente e



44
perfundidos com injecdo manual de uma solugdo composta de tinta da China e
gelatina a 5%, dissolvida em soro fisiol6gico, aquecida a 37° C em banho-maria.
Ap6s o término da perfusdo, os animais foram mantidos em freezer -
20° C por uma hora. Em seguida, os nervos foram dissecados e retirados em toda a
sua extensao, cortados em trés fragmentos nas regides: proximal (acima do local do
esmagamento), média (local do esmagamento) e distal (abaixo do local do
esmagamento) (Figura 3), identificados e imediatamente congelados com isopentano
em gelo seco, emblocados com Tissue-Tek. Foram armazenados separadamente
em criotubos, em freezer -70° C, e depois seccionados transversalmente (cortes
semi-seriados de 20 mu) em cridtomo, para posterior analise e contagem dos
capilares endoneurais (ZOCHODNE; NGUYEN, 1997, 1999).
As diferentes solugdes utilizadas para a inje¢do de vasos se devem ao
tipo de andlise das técnicas de avaliacdo (analise longitudinal e transversal) dos

vasos intraneurais dos nervos isquiaticos.
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Arteria iliaca comum
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Figura 3 — Diagrama ilustrativo da relagdo entre as artérias maiores para o nervo isquiatico

na pata posterior do rato, localizacdo do esmagamento e sec¢do dos fragmentos
coletados.
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3.6 Técnicas de avaliacao

3.6.1 Avaliacao longitudinal (macroscoépica) dos vasos intraneurais dos nervos

isquiaticos

Os trinta nervos direitos esmagados e o0s respectivos nervos
esquerdos, submetidos ao Protocolo | controles foram mantidos em solugdo de
salicilato de metila e benzoato de benzila para andlise da rede vascular
longitudinalmente, sob lupa esteréscopica Leica M651, por transiluminacdo com
negatoscopio Vilber Lourmat e fotografados com maquina fotografica Olympus
acoplada a lupa. As imagens das fotos foram tratadas em programa Nikon instalado

em microcomputador.

3.6.2 Avaliacao transversal (microscopica) dos vasos intraneurais dos nervos

isquiaticos

Os outros trinta nervos direitos esmagados e seus respectivos
controles, submetidos ao Protocolo Il foram separados em trés fragmentos nas
regides: proximal (acima do local do esmagamento), média (local do esmagamento)
e distal (abaixo do local do esmagamento). Os trés fragmentos foram seccionados

transversalmente em criostato Micron em cortes semi-seriados de 20 my, estirados
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em laminas gelatinizadas, lavados rapidamente em agua destilada, seguidos de xilol
e montados com Enthelan e laminula. Apés foi feita a escolha de trés cortes integros
de cada fragmento para a contagem do numero de vasos perfundidos e analise do

padrao vascular.

3.6.2.1 Descricao do processo de digitalizacao de imagens

O processo de digitalizagdo de imagens foi realizado com o auxilio de
um equipamento constituido por um microcomputador e um microscépio de luz
Axiovert / Carl Zeiss acoplado com recursos fotograficos.

Apos a escolha das trés secgdes transversais, foram digitalizadas
imagens de cada regidao proximal, média e distal ao local do esmagamento dos
nervos isquiaticos direitos (esmagados) e esquerdos (controles) por meio do
Software KS 300 e armazenadas para analise e contagem dos capilares
endoneurais.

A contagem dos vasos foi feita nas trés imagens selecionadas de cada
regiao para a obtencdo do numero médio de vasos preenchidos no lado esmagado e
no controle nos diferentes grupos experimentais, em cada segmento estudado.

O Software KS Lite foi utilizado para a contagem dos vasos
perfundidos. Os dados referentes a contagem foram submetidos a analise

estatistica.
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3.7 Analise estatistica

3.7.1 Analise intra-grupo

O estudo do numero de vasos perfundidos nas regides proximal, média
e distal a lesdo segundo grupos e diferentes cargas foi realizada por meio de uma da
analise de variancia (ANOVA) néo paramétrica para o modelo de medidas repetidas

em dois fatores (JOHNSON; WICHERN, 1998).

3.7.2 Analise entre grupos

Em relagdo ao niumero médio de vasos perfundidos segundo grupo e
carga utilizou-se da anadlise da variancia (ANOVA) nao paramétrica para o modelo
com dois fatores (NORMAN; STREINER, 1994).

Diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.



4 RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Aspectos gerais

Imediatamente apdés o esmagamento foi observado, em todos os
nervos isquiaticos, dos diferentes grupos, que a area esmagada dos mesmos ficou
muito fina, de coloragédo palida, mas a continuidade do nervo nao foi interrompida
(Figura 4).

Observamos diferengas anatbmicas no trajeto do nervo isquiatico de
alguns animais com relagdo ao inicio da trifurcagdo do nervo, e apds a perfusdo
verificou-se que em alguns animais os nervos ficavam mais escuros que em outros.
Nao houve nenhuma intercorréncia durante os procedimentos de esmagamento e de

injecao dos nervos.
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0,5 Kg 1,0 Kg 5,0 Kg 10 Kg 15 Kg

Figura 4 — Fotomicrografias do nervo isquiatico de rato imediatamente ap6s o esmagamento
com diferentes pesos. Aumento 16x.

4.2 Anadlise longitudinal (macroscopica) dos vasos intraneurais dos nervos

isquiaticos

Foram analisados o0s nervos isquiaticos esmagados e controles
perfundidos com tinta da China, mantidos em solugdo de salicilato de metila e
benzoato de benzila.

A observagdo macroscépica da rede vascular dos nervos isquiaticos
controles sob lupa por transiluminagdo mostrou que o nervo possui padrao vascular
bem definido. Inclui uma rede de vasos longitudinais superficiais e espacados com
ramos penetrando transversalmente, que sao responsaveis por suprir o fluxo

sanguineo da rede vascular endoneural (Figuras 5a, 6a, 7a, 8a e 9a).
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A observagcao macroscépica dos nervos isquiaticos esmagados foi
caracterizada pela presengca de uma desorganizagdo da rede vascular com a
presenca de hematoma e dilatagcado dos vasos no local do esmagamento e abaixo da
lesdo de maneira crescente com o aumento da carga de esmagamento (Figuras 5b,

6b, 7b, 8b e 9b).

_proximal distal
P 4 ]

Figura 5 — Fotografias de nervo isquiatico de rato controle (a) mostrando sua rede vascular
longitudinal e esmagado com 0,5 Kg (b) evidenciando hematoma na regido
média (seta). Aumento 40x.

proximal
s 5

distal

Figura 6 — Fotografias do nervo isquiatico controle (a) e esmagado com 1,0 Kg (b),
mostrando desorganizacdo da rede vascular intraneural com formacdo de

hematoma na regido média (seta). Aumento 40x.
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_proximal distal
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Figura 7 — Fotografias do nervo isquiatico controle (a) e esmagado com 5,0 Kg (b),
mostrando hematoma acompanhado de dilatagdo capilar distal a lesdo (seta).
Aumento 40x.

proximal . distal

Figura 8 — Fotografias do nervo isquiatico controle (a) e esmagado com 10,0 Kg (b),
mostrando aumento do hematoma acompanhado de dilatagao capilar distal a
leséo (seta). Aumento 40x.
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proximal distaq

Figura 9 — Fotografias do nervo isquiatico controle (a) e esmagado com 15,0 Kg (b),
mostrando hematoma acompanhado de dilatacdo capilar distal a leséo (seta).
Aumento 40x.

4.3 Analise transversal (microscopica) dos vasos intraneurais dos nervos

isquiaticos

A analise microscopica dos vasos dos nervos isquiaticos esmagados
(Figuras 10b, 11b, 12b, 13b e 14b) e dos seus respectivos controles (Figuras 10a,
11a, 12a, 13a e 14a) foi efetuada nas regides acima (proximal) e abaixo (distal) ao
local do esmagamento e no local do esmagamento (média).

O exame das secgbes transversais do nervo isquidtico, visto ao
microscopio de luz, mostrou que o nervo possui de 2 a 4 fasciculos nos trés
segmentos estudados e € constituido de tecido conjuntivo perineural e endoneural
com muitos vasos intraneurais (capilares endoneurais). Esses se mostraram de

didmetros variados conforme mostra as Figuras 10a e 10b.
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No grupo controle, as secc¢bes transversais semi-seriadas do nervo
isquiatico esquerdo de todos os animais nas diferentes cargas mostraram um padrao
vascular normal na regido proximal (Figuras 17a e 18a), na regido média (Figuras
10a, 11a, 12a, 13a e 14a) e regiao distal (Figuras 17b e 18b).

No grupo esmagado com 0,5 Kg, na regidao média (local do
esmagamento) foi observado o epineuro intacto com seus vasos preenchidos, um
discreto extravasamento da solugao injetada indicando um hematoma endoneural
com regides normais de vasos preenchidos, aparentemente de didmetros menores
que os controles (Figura 10b).

No grupo esmagado com 1,0 Kg, na regido média foi também
observado o epineuro intacto com seus vasos, porém uma extensdo maior do
extravasamento da solugdo injetada indicando hematoma endoneural maior. Alguns
vasos preenchidos ainda estavam presentes no endoneuro (Figura 11b).

No grupo esmagado com 5,0 Kg, na regido média observamos que a
extensdo do hematoma foi ainda maior atingindo também os vasos do epineuro.
Raros vasos endoneurais preenchidos (Figura 12b).

No grupo esmagado com 10,0 Kg, na regido média igualmente
podemos observar o hematoma extenso atingindo os vasos epineurais, indicando
hematoma epineural e endoneural com discreta destruicéao tecidual (Figura 13b).

No grupo esmagado com 15,0 Kg, na regiao média aparentemente o
hematoma parecia de menor extensao, porém observamos destruicao tecidual do
nervo, o que provavelmente fez com que a solucao injetada se perdesse. Nenhum
vaso endoneural intacto foi observado (Figura 14b).

Nas regibes proximal e distal dos diferentes grupos esmagados, o

padrdo vascular dos nervos isquiaticos encontrava-se aparentemente normal
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(Figuras 15a, 15b, 16a e 16b). Para exemplificar escolhnemos imagens nos grupos
com cargas de esmagamento de 1,0 Kg e 15,0 Kg e seus respectivos controles

(Figuras 17a, 17b, 18a e 18b).

Nos animais esmagados com 0,5 Kg e 1,0 Kg observamos dilatagao
dos vasos epineurais na regidao distal, que desaparece nos animais com
esmagamento de 5,0 Kg, 10,0 Kg e 15,0 Kg. Além disso, nos animais esmagados
com 10,0 Kg e 15,0 Kg, vasos endoneurais aparentemente mais dilatados estavam

presentes na regido distal ao esmagamento (Figuras 15b e 16b).
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Figura 10 — Fotomicrografias de secgao transversal na regido média do nervo isquiatico de
rato controle (a) e esmagado com 0,5 Kg (b). Notar a presenga dos vasos
intraneurais (a) e discreto hematoma intraneural (b) (seta). Aumento 100x.
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Figura 11 — Fotomicrografias de secgao transversal na regido média do nervo isquiatico de
rato controle (a) e esmagado com 1,0 Kg (b). Notar a presenga dos vasos
intraneurais (capilares) bem preenchidos (a) e a presengca de hematoma
endoneural (b) (setas). Aumento 100x.
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Figura 12 — Fotomicrografias de secgao transversal na regido média do nervo isquiatico de
rato controle (a) e esmagado com 5,0 Kg (b). Notar a presenga dos vasos
intraneurais (capilares) bem preenchidos (a) e a presengca de hematoma

endoneural e epineural (b) (setas). Aumento 100x.
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Figura 13 — Fotomicrografias de secgao transversal na regiao média do nervo isquiatico de

rato controle (a) e esmagado com 10,0 Kg (b). Notar a presenga dos vasos
intraneurais (capilares) bem preenchidos (a) e a presengca de extenso
hematoma endoneural e epineural (b) (setas). Aumento 100x.
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Figura 14 — Fotomicrografias de secgao transversal na regido média do nervo isquiatico de
rato controle (a) e esmagado com 15,0 Kg (b). Notar a presenga dos vasos
intraneurais (capilares) bem preenchidos (a) e a presenca de hematoma
endoneural, epineural (seta) e destruigao tecidual (asteriscos). Aumento 100x.
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Figura 15 — Fotomicrografias de secgao transversal nas regides proximal (a) e distal (b) do
nervo isquiatico de rato do grupo esmagado com 1,0 Kg. Notar os vasos
endoneurais e epineurais mais dilatados na regiao distal (b) (setas). Aumento

100x.
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Figura 16 — Fotomicrografias de secgéo transversal nas regiées proximal (a) e distal (b) do
nervo isquiatico de rato do grupo esmagado com 15,0 Kg. Notar os vasos
endoneurais e epineurais mais dilatados na regido distal (b) (setas). Aumento
100x.
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Figura 17 — Fotomicrografias de seccao transversal nas regides proximal (a) e distal (b) do
nervo isquiatico controle do animal esmagado com 1,0 Kg. Notar a presenca

dos vasos endoneurais e epineurais bem preenchidos. Aumento 100x.
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Figura 18 — Fotomicrografias de seccao transversal nas regides proximal (a) e distal (b) do
nervo isquiatico controle do animal esmagado com 15,0 Kg. Notar a presenca
dos vasos endoneurais e epineurais bem preenchidos. Aumento 100x.
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4.4 Analise morfométrica dos vasos intraneurais dos nervos isquiaticos

A andlise morfométrica dos vasos perfundidos foi efetuada nas regides
proximal, média e distal ao local do esmagamento do nervo isquidtico direito e
esquerdo de todos os animais de cada grupo. O numero de vasos foi comparado
entre os grupos esmagado e controle, entre as cargas de esmagamento nas regidoes

proximal, média e distal a lesédo (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Mediana e semi-amplitude total do numero de vasos perfundidos
segundo Grupo (Esmagado e Controle), Carga (Kg) e Regiao

(Proximal, Média e Distal)

Grupo Carga (Kg) Regiao
Proximal Média Distal
0,5 36,0+18,0 * 15,0+11,5#  33,0+11,0.
1,0 29,0+15,0 * 13,5+ 70# 37,0+ 6,0*
Esmagado 5,0 415+ 45* 7,5+ 1,5 415+ 7,0*
10,0 35,5+ 7,0* 8,0+ 3,5 39,0+ 5,0*
15,0 42,0+10,5* 3,5+ 9,5 39,0+ 8,5 *
0,5 20,0+18,6 30,0+10,5 A 29,5+ 7,5
1,0 24,0+13,5 25,0+13,0 A 24,0+10,5
Controle 5,0 38,0+14,5 39,0+13,5 A 39,0+11,0
10,0 34,5+13,0 32,5+10,5 A 30,5+ 6,0
15,0 32,0+12,5 36,0+10,5 A 36,5+ 7,0

#(P<0,05) (C0,5 = C1,0) vs (C5,0 = C10,0 = C15,0) no grupo esmagado na regidao media

A(P<0,05) para Esmagado vs Controle em todas cargas da regiao media

*(P<0,05) para (Prox= Distal) vs Media em todas cargas do grupo esmagado
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No grupo controle, o numero total de vasos preenchidos em todos os
grupos, na regido proximal variou de 20,0+18,6 a 38,0+14,5, na regido média variou
de 25,0+13,0 a 39,0+13,5 e na regido distal variou de 24,0+10,5 a 39,0+11,0 (Tabela
2 e Figuras 19 e 20).

No grupo esmagado, o numero de vasos preenchidos em todos os
grupos, na regido proximal variou de 29,0+15,0 a 42,0+10,5, na regido média variou
de 3,5+9,5 a 15,0+11,5 e na regiao distal variou 33,0+11,0 a 39,0+8,5 (Tabela 2 e
Figuras 19 e 20).

Ao compararmos o numero de vasos dos nervos isquiaticos direitos
esmagados (grupo esmagado) com as diferentes cargas nas trés regiées em relagcédo
aos controles, observamos que nas regides proximal e distal a lesdo nao houve
diferenca estatistica significante, porém na regido média (local do esmagamento)
notamos diferenca estatistica significante com todas as cargas de esmagamento no
grupo esmagado.

Quando comparamos as cargas na regiao meédia, notamos que houve
diferenca estatistica entre elas dentro do grupo esmagado, isto € verificou-se que
nesta regido média (do esmagamento), houve uma diminuigdo significativa do
namero de vasos nas cargas mais elevadas, ou seja, a partir da carga de 5,0 Kg os
resultados foram estatisticamente semelhantes e inferiores as cargas 0,5 Kg e 1,0
Kg.

Sintetizando, no grupo esmagado, em todas as cargas, 0 nimero de
vasos perfundidos mostrou-se significativamente menor na regiao média (P<0,05).
Ainda, nessa situacdo, o grupo controle apresentou resposta mais alta (P<0,05) que

o esmagado (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 3 - Mediana e semi-amplitude total do numero médio de vasos

perfundidos segundo Grupo (Esmagado e Controle) e Carga (Kg)

Grupo Carga (Kg)
0,5 1,0 5,0 10,0 15,0
Esmagado | 30,0+9,5 27,0+8,0 29,0+3,5 27,0+4,5 28,0+5,0
Controle 25,549,0 29,0+8,0 26,5+11,0 31,548,5 34,546,0
* (P<0,05) para Esmagado vs Controle na carga de 15 Kg.

Ao realizarmos a somatéria dos vasos perfundidos do nervo isquiatico
das trés regides, ou seja, o numero médio de vasos perfundidos do nervo isquiatico
de rato das diferentes cargas no grupo controle variou de 25,5+9,0 a 34,5+6,0 e no
grupo esmagado variou de 27,0+4,5 a 30,0+9,5 (Tabela 3 e Figuras 21 e 22).

Ao compararmos a somatoria das 3 regiées dos grupos esmagados e
controle com as diferentes cargas, notamos que somente com a carga de 15,0 Kg
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos esmagado e controle
(Tabela 3).

E quando comparamos as cargas entre si, dentro do grupo esmagado,
considerando novamente a somatoria do numero total de vasos perfundidos nas trés
regides, observamos que podemos variar a carga que a resposta nao se altera
(Tabela 3).

Portanto, a resposta vascular foi estatisticamente significante quando
consideramos a regido onde realizamos o esmagamento, o que provavelmente
explica a lesdo mecénica pela forga de estresse ao nervo submetido a esmagamento
por diferentes cargas com menor nimero de vasos preenchidos na regiao meédia

quando comparamos com as regioes proximal e distal do grupo esmagado.
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A técnica utilizada para poder explicar as medianas em forma de

gréficos foi a de boxplots. A principal caracteristica dos boxplots é a de possibilitar
verificacdo e a distribuicdo dos dados. A linha dentro dos boxplots é a mediana

observada para tal variavel.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi utilizado um método de perfusao vascular para avaliar
a lesdo vascular aguda, sem a influéncia de fixadores que podem distorcer a
anatomia e calibre dos vasos. A solugcao composta de tinta da China e gelatina 5% e
soro fisiologico foi perfundida através da artéria aorta abdominal para assegurar todo
delineamento da vascularizacdo da regido posterior dos ratos enquanto os mesmos
eram mantidos sob anestesia até a eutanasia. A maioria dos trabalhos anteriores
estudou a vascularizagdo durante o processo de degeneracdo e regeneracao da
lesédo do nervo isquiatico (RYDEVIK; LUNDBORG; BAGGE, 1981; OGATA; NAITO,
1986; NUKADA, 1988; WEERASURIYA, 1988, 1990; PODHAJSKY; MYERS, 1993;
HOBSON et al., 1997).

Apesar da lesdo de segundo grau de Sunderland (axonotmese) ser o
modelo mais comumente utilizado nas pesquisas do nervo periférico, existe uma
falta de padronizacdo do método para produzir a lesdao nervosa. De fato, varios
instrumentos cirdrgicos (BRIDGE et al., 1994; ZOCHODNE; HO, 1990), bem como
aparelhos de compressdao (RYDEVICK; LUNDBORG, 1977; WIDERBERG;
LUNDBORG; DAHLIN, 2001) com duracbes diferentes de esmagamentos sao
apresentadas na literatura. Tais aparelhos sao dependentes, principalmente, da
pressao aplicada manualmente a pinga ou para puxar os fios de compressao, e sao
dificeis para controlar e padronizar.

O nervo isquiatico do rato foi uma escolha para nosso estudo dos

vasos intraneurais devido a sua semelhanca aos nervos periféricos humanos. Ele é
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o maior do corpo, facilmente acessivel, com varios fasciculos e densa irrigagéo
sangulinea.

Nervos periféricos podem ser submetidos a lesdo por esmagamento
em uma variedade de circunstancias, incluindo acidentes automobilisticos, de
trabalho, fraturas, luxacbes. Deficiéncias funcionais apos lesdo por esmagamento
nao estdo relacionadas apenas com o impacto do esmagamento, mas incluem
componentes importantes tais como a isquemia do membro.

A falta de padronizacdo da aplicacdo da forca pode ser fonte de
variacao significante nos resultados entre os estudos experimentais publicados. Com
o interesse em estudar a vascularizagcdo apos a lesdo por esmagamento no nervo
isquiatico de rato, é essencial medir e padronizar a forga de esmagamento.

Neste estudo foi introduzido um dispositivo desenvolvido especialmente
para produzir uma lesdo por esmagamento no nervo isquiatico de rato com um
sistema padronizado de pesos aferidos de 0,5 a 15,0 Kg. Ele permite a aplicagao
direta da forca de esmagamento ao nervo periférico, sem influéncia dos tecidos
moles e facilita seu uso em ratos.

Usando este dispositivo de esmagamento e o rato como modelo foi
observada a influéncia da forga de esmagamento na vascularizacdo do nervo
isquiatico. O tempo de dez minutos foi escolhido para a duracdo do esmagamento.
Considerando isto, utilizamos uma lesdo nervosa por esmagamento padronizada,
em termos da carga (pressao) bem como a duracdo do esmagamento, para evitar
variagbes adicionais.

Para eliminar a preocupacao de que o calibre do vaso poderia ser

influenciado por fixadores, como utilizado em estudos anteriores, foram estudados



76
tecidos ndo fixados coletados apo6s terem sido perfundidos e imediatamente ao
sacrificio do animal.

A combinacdo da tinta da China, gelatina e soro fisiologico permitiu
investigacao dos vasos epineurais € endoneurais, ndo possivel com outras técnicas
de perfusdo onde o extravasamento dos vasos epineurais obscurecia a avaliacao
precisa para qualquer vaso.

E conhecido que apdés a lesdo por esmagamento as alteracdes
morfolégicas e funcionais tornam-se piores devido a isquemia relacionada ao
esmagamento. Com uma pressdo mantida, a oxigenac¢ao diminuida pode aumentar
a permeabilidade do endotélio dos capilares endoneurais, provocando aumento do
edema e a criacdo da sindrome do compartimento endoneural. Além disso, a
isquemia pode ser um fator adicional, interferindo na regeneragdo nervosa apos
lesédo (LUNDBORG; MYERS; POWELL, 1983; PODHAJSKY; MYERS, 1993).

Chen et al. (1992) confirmaram a hip6tese que o edema endoneural
pode afetar seriamente as diversas fungbes das fibras nervosas, mesmo com
diferencas no animal, método e duragado do esmagamento e tempo de colheita.

Apesar das diferencas em animal, métodos de esmagamento, duragéao
do esmagamento e tempo de colheita, nossos resultados se assemelham aos de
Dahlin e Rydevik (1991). Eles investigaram alteragdes de curto tempo até 2 horas
apds uma compressdao com manguito com pressdo de 20-600 mm Hg por 15
minutos ou 2 horas de duracdo em modelo de coelho; e avaliaram a subsequente
micro-circulagcdo, permeabilidade vascular, transporte axonal, velocidade de
condugdo nervosa e estrutura da fibra nervosa. Seus resultados demonstraram que
a permeabilidade dos vasos intraneurais aumenta com subsequiente formagédo de

edema intrafascicular e mudangas no fluxo sanglineo nervoso mesmo com
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pressoes baixas de 20 a 30 mmHg e que tanto, a quantidade bem como a duragéo
da pressao sao importantes fatores na indugéo da deteriorizagdo motora.

Os resultados oferecem uma andlise das alteragdes vasculares apos a
lesdo por esmagamento com diferentes cargas. Uma forte associagao foi encontrada
entre a quantidade de forca (carga) e as alteragdes vasculares. Apds a aplicacao de
uma forca de 0,5 Kg e 1,0 Kg, mudancas detectadas foram discreto hematoma, mas
com capilares endoneurais ainda preservados e preenchidos. Em contraste, forcas
de 5,0 Kg, 10,0 Kg e 15,0 Kg resultaram em alteracbes mais extensas com
hematoma endoneural e epineural com destruicdo tecidual, além da néo
preservagao de vasos endoneurais.

Weerasuiya (1988, 1990) demonstraram um aumento no espago
vascular bem como um aumento da permeabilidade dos capilares endoneurais apo6s
esmagamento de nervo isquiatico de sapo, concluindo que a lesdo altera a
permeabilidade perineural e vascular endoneural e inicia o0 edema.

Podhajsky e Myers (1993) investigaram a resposta vascular por meio
de analises morfométricas 1, 2, 3, 6 e 9 semanas apos a lesdo por esmagamento
com pinga hemostatica por trés periodos seqiéncias de dez segundos. A resposta
consistiu em duas fases: a primeira, até uma semana, houve um aumento no
tamanho dos vasos. Na segunda fase, até seis semanas ap6s o esmagamento,
houve um aumento no numero de vasos e de sua densidade. Observaram que o
complexo processo de degeneracdo e regeneracao € assistido por uma resposta
vasogénica com duas fases que estao ligadas a necessidade funcional e metabdlica
do tecido.

Esses resultados sdo consistentes com nosso estudo, onde também

observamos um aumento, ou seja, uma dilatacdo dos vasos no local do
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esmagamento bem como na regido distal devido ao efeito mecanico direto associado
com a estase no fluxo e a pressdo microvascular alterada, como provaveis fatores
da dilatagdo observada na primeira fase do trabalho de Podhajsky e Myers (1993).

Diversos estudos experimentais (SCHMELZER; ZOCHODNE; LOW,
1989; LUNDBORG; DAHLIN, 1996; GUDEMEZ et al., 2002) tem demonstrado que o
efeito combinado lesdo mecénica e isquemia € mais severo do que o efeito
mecanico ou isquemia isoladamente.

Com relacdo aos mecanismos que promovem as lesdes por
compressdo, varios pesquisadores sugerem que as mesmas ocorrem devido a
forgcas mecéanicas, isquemia ou ambas.

No presente estudo, associamos o efeito mecénico e o efeito
isquémico, mostrando que o efeito mecanico pode ser mais importante com cargas
menores, uma vez que 0s vasos estavam preservados nesses grupos. O efeito
isquémico se acentua com o aumento de carga uma vez que mostramos destruicao
dos capilares endoneurais com cargas de 10,0 Kg e 15,0 Kg.

Outro ponto importante que verificamos € que a partir da carga de 5,0
Kg, os resultados com relacdo ao numero menor de vasos na regido media foram
estatisticamente semelhantes e inferiores as cargas de 0,5 Kg e 1,0 Kg e, portanto,
indica que nao ha necessidade de utilizarmos cargas acima de 5,0 Kg, pois a mesma
€ suficiente para lesar os vasos intraneurais, especialmente os capilares
endoneurais.

Dick et al. (1990) investigaram esta questdo utilizando modelos de
compressao com carga fixa (150 mmHg), aplicada por periodos que variavam entre
10 minutos e 4 horas ou por um tempo fixo de 2 horas com varias cargas (0, 20, 50,

150 e 300 mmHg). Os resultados mostraram que as alteragbes estruturais apos a
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compressdo aguda decorrem muito mais dos eventos celulares relacionados com
forcas mecénicas do que daqueles induzidos por isquemia.

Segundo Schemelzer, Zochodne e Low (1989), isto se deve ao fato de
que a compressao aguda € realizada em intervalo muito pequeno para produzir
alteracdes isquémicas no nervo. Além disso, as alteracOes patolégicas encontradas
pelo autor, foram consistentes com a lesdo mecanica e diferiam de alteragdes
produzidas em modelos experimentais de isquemia. As diferencas eram na
distribuicdo, tempo de duracdo e no tipo de fibras atingidas e dessa forma, as
modificagdes estruturais nas lesdes agudas por compressao estariam relacionadas
as forcas de estresse da compressao do que a isquemia.

Contudo, de acordo com Dick et al (1990), estes argumentos nao
descartam completamente a possibilidade do componente isquémico contribuir para
uma acentuagéo na gravidade da lesdo apds um periodo de dias ou semanas.

A analise morfométrica dos vasos do nervo isquiatico em nosso estudo
mostrou um comportamento diferente nas trés regides estudadas, constatando
namero menor de vasos somente na regido do esmagamento, onde provavelmente
os vasos sofreram lesdo mecénica relacionada a forca de estresse do
esmagamento, diferentemente das regides proximal e distal a lesdo, onde os vasos
foram preservados.

Segundo Rempel, Dahlin e Lundborg (1999) quando os tecidos sao
submetidos a carga ou pressao, eles se deformam e gradientes de pressado sao
formados, redistribuindo o tecido comprimido em direcao a areas de baixa pressao.

Rydevik e Lundborg (1977) demonstraram que lesdes microvasculares

podem ser observadas nas zonas marginais apés pressdes de 200 mmHg aplicada
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diretamente ao nervo e que essas alteragbes na permeabilidade dos vasos
intraneurais pode representar indicagao de lesdo nervosa.

Olsson e Reese (1971) demonstraram que o edema endoneural
induzido pelo esmagamento dos nervos é distribuido dentro dos fasciculos,
principalmente na direcao distal.

A analise microscépica dos vasos do nervo isquiatico mostrou regides
de hematoma endoneural e epineural nas diferentes cargas utilizadas indicando que
as forcas de esmagamento utilizada em nossa pesquisa foi suficiente para lesar os
vasos intraneurais, especialmente os capilares endoneurais, porém os valores
criticos de pressao e duragcado com respeito a lesdo nervosa sdo desconhecidos. O
hematoma é o resultado do aumento da permeabilidade vascular pela lesdo direta
da parede dos capilares ocasionada pela forca do esmagamento.

De acordo com Nukada (1988) o numero de capilares endoneurais
aumentou apds 2, 4, 6 e 8 semanas poés-esmagamento, transeccdo e lesdes
isquémicas, mas ndo apds axotomia permanente. Estes resultados sugeriram que
neovascularizacdo endoneural distal pés-traumatica é dependente de duas
variaveis: o grau de regeneracao e a severidade da isquemia.

Zochodne e Ho (1990) em seu estudo do micro-ambiente endoneural
em lesdo por esmagamento com pinga hemostatica por 30 segundos (lesdo aguda)
ou 3 horas (lesdo prolongada) contradizem o conceito de que a lesdo micro-vascular
seja um componente importante do esmagamento do nervo periférico e concluem
que a compressao aguda do nervo nao lesa vasa nervorum, porém a pressao
aplicada pela pinga nao foi medida. A lesdo nas fibras nervosas em compressao ou
esmagamento agudo (breve) parece resultar mais freqientemente dos efeitos

mecanicos ilustrados por Ochoa, Fowler e Gilliatt (1972).
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Existem razdes para nao acreditarmos que 0s nervos esmagados
sejam apenas expressos pelas lesbes mecanicas com mudangas estruturais dos
ax6nios e bainha de mielina. Pelo contrario, os disturbios locais no nervo podem ser
baseados nas disfuncbes microvasculares e edema endoneural com aumento da
pressao do fluido endoneural.

Oliveira et al. (2001) que utilizaram modelo semelhante ao nosso, com
cargas de 100g, 500g e 150009 durante 10 minutos, obtiveram resultados onde
mostravam a recuperacao funcional do nervo apdés o esmagamento e que esta
estava relacionada diretamente a gravidade da lesdo e que mesmo com cargas
elevadas (150009) a fungcao motora retornou ao normal até 60 dias.

No presente estudo, mostramos claramente que existe
comprometimento vascular importante nas lesées por esmagamento, especialmente
nos grupos com cargas elevadas. A destruicdo dos vasos devera levar a isquemia e
lentificacdo dos processos de regeneracdo. A formacdo do hematoma endoneural
certamente criara um micro-ambiente desfavoravel para a regeneragdo das fibras

nervosas que também foram lesadas nesse modelo.
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6 CONCLUSOES

- Neste modelo experimental a utilizacdo de um dispositivo aplicando
carga de esmagamento variada e duragao padronizada em 10 minutos revelou forte
associacao entre a forga aplicada e as alteragdes vasculares.

- O esmagamento causa lesdo direta dos vasos endoneurais, com a
formacdo de hematoma endoneural de gravidade diretamente proporcional a carga
(forca) de esmagamento.

- A aplicacao de cargas leves (0,5 Kg e 1,0 Kg) preserva a integridade
de alguns capilares endoneurais e vasos epineurais, sendo essa preservagao
prejudicada de igual maneira com as cargas a partir de 5,0 Kg.

- A lesdo dos vasos intraneurais e a formacdo de um hematoma
endoneural sdo fatores que podem prejudicar a regeneragdo nervosa, sendo

possivel que os mesmos interfiram com a fungéo nervosa.
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