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ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DAS
LESOES AGUDAS POR ESMAGAMENTO DO
NERVO ISQUIATICO DO RATO

QUALITATIVE AND QUANTITATIVE EVALUATION OF RATS’ ACUTE INJURIES CAUSED
BY ISCHIATIC NERVE SMASHING

Patricia Yumi CANTALEJO NAGIMA Mazzer!, CLAUDIO HENRIQUE BARBIERE, NILTON MAZzER?, VALERIA PAULA SASSOLI FAZAN®

RESUMO

Nervos isquiaticos de ratos esmagados com cargas diferentes
foram estudados com o auxilio da microscopia de luz. Pesos de
5009, 1.000 g, 5.000 g, 10.000 g, e 15.000 g foram utilizados por 10
minutos num dispositivo portatil especialmente desenvolvido para
este estudo. As andlises morfoldgicas e morfométricas das fibras
mielinicas mostraram que a leséo produzida as fibras neurais e ao
tecido neural foi diretamente proporcional a carga aplicada e que
uma carga de 500 g ¢ suficiente para produzir um dano severo,
com lesao importante das estruturas do endoneuro.

Decritores: Rato, Nervo isquiatico, Esmagamento, Carga
mecénica, Morfometria

INTRODUGAO

As lesbes dos nervos periféricos séo cada vez mais freqlientes na
rotina dos atendimentos de urgéncia dos hospitais, em conseqU-
éncia do aumento da violéncia urbana, dos acidentes de transito,
profissionais e domésticos.A recuperagdo morfoldgica e funcional
apds uma leséo nervosa raramente é completa e perfeita, apesar
da aplicagao de técnicas modernas e sofisticadas de tratamento.
InUmeros fatores podem influenciar a regeneragéo da fibra nervosa
lesada, tais como a idade do paciente, o tipo de trauma, a locali-
zagao da lesdo, o tempo de desnervagéo, o tipo e o diametro das
fibras nervosas acometidas, o método empregado para a reparagao
nervosa além de outras variaveis individuais ©.

A maior parte dos conhecimentos atuais sobre a regeneragao dos
nervos, tem sido gerada por investigagoes experimentais, nas quais
inlmeras variaveis séo controladas, garantindo a confiabilidade
dos resultados. Assim, em nosso meio, varios estudos experi-
mentais tém sido realizados, enfocando a recuperagao funcional
apods lesbes por esmagamento® novas técnicas alternativas de
reparo cirdrgico™ e o uso de recursos terapéuticos fisicos (laser,
eletricidade e ultra-som) que possam estimular a regeneragao
morfoldgica dos nervos®@®).

De Medinaceli et al® concluiram que uma lesédo provocada por
esmagamento é uma modalidade Util para o estudo de regeneragéo
dos nervos periféricos, pois ela mimetiza um tipo de axoniotmese,
na qual os danos séo suficientes para romper o axénio, levando
a degeneragao Walleriana distal, mas o prognéstico de recupe-
racao funcional é bom, devido a preservacéo das estruturas de
sustentagéo, como a célula satélite, a membrana basal e o tecido
conectivo de suporte.

Diversos autores propuseram a utilizagdo de modelos experimentais
de lesdo nervosa por esmagamento para estudar ndo sé aleséo em
si, mas também a regeneracao e a recuperagao funcional®3578, Uma

ica. Medicii

Trabalho realizado no Depar de Bi 4

SUMMARY

Rats’ ischiatic nerves smashed with different loads were studied with
the aid of light microscopy. Weights of 500 g, 1,000 g, 5,000 g, 10,000
g, and 15,000 g were used for 10 minutes in a portable device, es-
pecially developed for this study. Morphological and morphometrical
analyses of myelinic fibers showed that the injury produced on neural
fibers and on neural tissue was directly proportional to the load applied
and that a load of 500 g is enough to produce a severe damage, with
an important injury of endoneural structures.

Keywords: Rat, Ischiatic nerve, Smashing, Mechanical load,
Morphometrics

variedade de métodos tem sido usada para realizar a compressao
nervosa em animais, sem a necessaria padronizagdo, onde cada
autor utiliza seu proprio método, predominando as pingas hemos-
taticas ou outras, de uso rotineiro em operagoes cirlrgicas®. Ha
também dispositivos mais complexos, como as maquinas universais
de ensaios e outros®®57). O tempo de aplicacdo da compressao/
esmagamento, bem como o comprimento do segmento lesado,
varia muito, cada autor utiliza os de sua preferéncia sem uma argu-
mentagao légica especifica a respeito. O fato é que ndo havia uma
padronizag&o clara de nenhum dos parametros, o que permite uma
grande dificuldade na comparacgéo entre esses estudos.
Entretanto, a lesdo por esmagamento produzida manualmente
com uma pinga néo é controlada e sua gravidade pode variar com
a pressdo momentanea exercida pelo pesquisador. Este método
nao ¢ suportado de forma absoluta na literatura, j& que poucos
trabalhos avaliaram a extensdo do dano provocado por estes
instrumentos no local da lesdo. Esta lacuna motivou primeiro,
0 uso de uma magquina universal de ensaios para produzir uma
lesdo controlada®® e, segundo, a andlise da lesdo controlada,
agora produzida por um dispositivo de peso morto, para avaliar a
proporcionalidade exata entre carga e intensidade da les&o, ainda
inexistente na literatura.

O objetivo deste trabalho foi classificar, através da analise morfo-
l6gica, e quantificar, através da andlise morfométrica, as lesdes
provocadas por diferentes cargas de esmagamento no nervo
isquidtico do rato, utilizando um dispositivo de peso morto espe-
cialmente desenhado e confeccionado para produzir a leséo e a
microscopia de luz, para estuda-la.

MATERIAL E METODO

Para a realizac&o deste trabalho, foi utilizado um dispositivo portatil
de peso morto para esmagamento do nervo isquiatico do rato (Fi-
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gura 1), especialmente desenvolvido para
substituir a maquina universal de ensaios
e a pinga com mola utilizada em trabalhos
anteriores e para tornar o processo de es-
magamento mais facil, rapido e confiavel,
quanto a carga aplicada.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela
Comissao de Etica em Experimentagao
Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo. Foram utilizados para o experimento
25 ratos machos da linhagem Wistar, com
peso corporal variando entre 250 — 280 g.
Os animais foram divididos em 5 grupos
experimentais, conforme o0 peso utiliza-
do no esmagamento. O procedimento
de esmagamento foi realizado no nervo
isquiatico direito em todos os animais, e
o0 esquerdo, foi tomado como controle. O
esmagamento era feito por 10 minutos, in-
teressando um segmento intermediario do
nervo de 5 mm de comprimento. No grupo
1, 0 esmagamento foi realizado com uma
carga de 500 g, no grupo 2, de 1.000 g, no
grupo 3, de 5.000 gramas, no grupo 4, de
10.000 g, e no grupo 5, de 15.000 g.

Os animais foram anestesiados com uma
mistura de Ketamina a 10% (0,1ml/100 g
peso corpoéreo) e Xylazinaa 2% (0,07ml/100
g peso corporeo), administrada por via
intra-peritoneal. O nervo isquiatico era
identificado e um ponto de sutura (Mo-
nonylon 10-0, Ethicon®), era passado no
epineuro, para identificar o local de

Figura 1 - Dispositivo de esmagamento do nervo
isquiatico do rato. Base de férmica lisa (a); base
de ago inoxidavel (b); alavanca (c); massas
aferidas de chumbo (d); haste para encaixe das
massas aferidas e compressao do nervo (e).

Figura 2 - Esmagamento do nervo isquiatico no
dispositivo. Peso aplicado num segmento de 5 mm
de comprimento, por 10 minutos. (a) visdo geral
do posicionamento do animal, (b) detalhe do nervo
isquiatico sendo esmagado.

Kontron EletroniK Imaging System KS400,
Rel. 2.0.
As imagens digitalizadas foram observa-
das com a intengao de se quantificar a
presenga de hematoma, infiltrado inflama-
tério, axonios distroficos, células espumo-
sas, vasos endoneurais integros e fibras
lesadas (tanto as de pequeno diametro
quanto as de grande diametro). Foram
consideradas fibras lesadas, aquelas que
apresentaram alteragdes evidentes em sua
bainha de mielina, tais como a presenca
de “bolas” isoladas de mielina, “quebras”
da bainha, axénios muito grandes com
bainha muito fina.
Ao término de todo o processo morfomé-
trico, os parametros analisados no pre-
sente estudo foram: nimero e densidade
de fibras mielinicas normais e lesadas,
densidade de fibras mielinicas normais e
lesadas, e com a binarizagao das fibras
mielinicas foi possivel obter os seguintes
paréametros: area e o didmetro minimo
das fibras mielinicas e seus respectivos
axonios, e razéo G.
Com a utilizagdo do software grafico Sig-
ma Plot foram gerados os histogramas
de distribuicéo de freqUéncia de fibras,
axonios e razdo G, que s&o as represen-
tacoes graficas das distribuicbes dessas
estruturas no nervo analisado.
Para a andlise estatistica o teste de
Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para
testar a normalidade da distribui-

realizagdo do esmagamento, 5 mm
abaixo da emergéncia do nervo no
forame isquiatico maior. Exposto
0 nervo, o animal era posicionado
no dispositivo de esmagamento, e
esmagado por 10 minutos (Figura
2). Apds a produgao da lesao, o ani-
mal era removido do dispositivo de
esmagamento, e a ferida cirdrgica
era suturada e lavada com solugao
anti-séptica (alcool iodado a 20%),
e 0s animais eram colocados em
gaiolas apropriadas para se recu-
perarem do procedimento.

Para a realizagéo dos procedimen-
tos histologicos, todos os animais
foram mortos 72 horas apds o procedimento de esmagamento,
para remogao dos nervos isquiaticos e posterior preparo para as
analises morfoldgicas e morfométricas do segmento esmagado.
Os nervos estudados tiveram secc¢odes transversais semifinas (05
um de espessura) obtidas com navalhas de vidro através de um
ultramicrétomo MT 6000 — XL (RMC Inc.), transferidas para laminas
de vidro com uma gota de agua destilada, secadas em platina
aquecida a 60 °C e coradas com azul de toluidina a 1% em é&cido
bdrico saturado; tais secgdes foram utilizadas para estudos de
microscopia de luz (Figura 3). Os procedimentos histologicos
utilizados nesse trabalho sdo os mesmos empregados de rotina
no preparo de espécimes de nervos para estudos em nivel de mi-
croscopia de luz9. O segmento utilizado no presente estudo foi o
segmento médio, sendo os proximais e distais armazenados como
material reserva. As seccdes transversais semifinas dos segmentos
médios dos nervos retirados foram avaliadas num equipamento que
consiste de um microscépio de luz, equipado com uma cémera
de video acoplada a um micro computador através de uma placa
frame grabber. O software utilizado para realizar a morfometria é o

cao de todos os dados obtidos.
Os dados morfométricos médios
que apresentaram distribuicao
normal foram comparados entre 0s
grupos, pela andlise de variancia
para fator Unico (one way ANOVA),
seguida do pos-teste de Tukey. Os
dados de distribuicao nao normal

Figura 3 - Exemplo de campo microscépico com 640 x 470 pixels,
digitalizado, no formato RGB, a partir de um fasciculo do nervo
isquiatico. Essa imagem foi digitalizada com objetiva de 100 vezes
com imerséo a dleo, lente auxiliar (Optovar) de 1,6 vezes e lente
da cdmera de 0,5 vezes. Coloragdo = azul de toluidina a 1% (a).
Imagem binarizada (b).

foram comparados pela analise
de variancia para fator Unico (one
way ANOVA) on Ranks, seguida do
pos-teste de Dunn. Os histogramas
de distribuicdo do tamanho das
fibras, do tamanho dos axénios e da
razao G foram comparados entre 0s
grupos através de uma andlise de
variancia para fator Unico (one way ANOVA), seguida de um pds-
teste de Tukey para dados com distribuicao normal. Para os dados
com distribuicdo ndo normal, uma analise de variancia para fator
Unico (one way ANOVA) on Ranks, seguida de um pds-teste de
Dunn foi utilizada. As diferencas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.

RESULTADOS

A andlise morfoldgica macroscopica mostrou que o nervo esmaga-
do era visivelmente mais largo, com a espessura muito reduzida,
proporcionalmente a carga aplicada, chegando ao ponto de dei-
xa-lo quase translicido. Nenhum dos nervos se rompeu durante
0 procedimento.

Pela analise morfolégica microscépica do endoneuro dos nervos foi
analisada a presenca de hematoma, infiltrado inflamatério, axénios
distroficos, células espumosas, vasos endoneurais integros e fibras
lesadas (tanto as de pequeno quanto as de grande didmetro). Estes
parametros estdo apresentados na Tabela 1. As imagens de cada
grupo de esmagamento do nervo isquiatico com suas alteragdes
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__Endoneuro | Vasos Fibras lesadas Bolas
integros Infiltrado Células Atrofia Células
Hematoma | . s de -
Peso e inflamatério | Pequenas | Grandes | espumosas | axonal -~ distréficas
mielina
abertos
500g ++4 ++ ++ ++ +++ + ++ ++ +
1.000 g ++4+ + +++ ++ +++ + +++ ++ +
5.000 g ++ + ++ + ++ + ++ + +
10.000 g + ++ +++ ++ +++ ++ +++ +4++ +
15.000 g + +++ +++ +++ +++ +++ ++ +4++ +

Tabela 1 - Avaliagdo morfolégica das alteragcdes do endoneuro pelo sistema de cruzes, onde uma cruz (+) significa discreta quantidade,
duas (++) significa moderada, e trés cruzes (+++) acentuada.

Figura 4 - imagem de um
nervo controle. Observamos a
presenca de fibras grandes
(A) e pequenas (B) normais,
e fibras de grande didmetro
alteradas (C), notar a presenca
de vaso capilar armado no
endoneuro (V), e area de fibra
amielinica (AF).

podem ser visualizadas nas Figu-
ras4,5,6,7,8,e9.

Foi realizada a anélise morfomé-
trica dos fasciculos, e os dados
de morfometria do nimero de
fibras mielinicas normais e lesa-
das dos grupos estudados estao
demonstrados na Tabela 2 € na
Figura 10. Os dados da densida-
de de fibras mielinicas normais e
lesadas dos grupos estudados
estao demonstrados na Tabela 3
e na Figura 11. Comparando os
resultados obtidos para o nimero
e densidade de fibras mielinicas
normais e lesadas, a andlise es-

Figura 5 - Imagem representativa
de uma secgéo transversal
semifina de um nervo isquiatico
do grupo de esmagamento com
500 g, ilustrando a presenga
de vasos integros e células
inflamatérias, les&o de fibras
mielinicas de grande didmetro.

& o
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Figura 8 - Imagem representativa
de uma secgdo transversal
semifina de um nervo isquiatico
do grupo de esmagamento com

10.000 g, ilustrando a presenca
de axénios distroficos-AxD.

%

i

Figura 6 - Imagem representativa
de uma secg¢do transversal semifina
de um nervo isquidtico do grupo
de esmagamento com 1.000 g,
ilustrando a presenga de células
inflamatérias, leséo de fibras mielinicas
de grande diametro, e algumas fibras
preservadas, presenca de hematoma
e células espumosas.

Figura 9 - Imagem representativa
de uma sec¢éo transversal
semifina de um nervo isquiatico
do grupo de esmagamento com
15.000 g, ilustrando presenga de
células espumosas e inflamatérias
e perda de tecido endoneural.

[ SRS

Figura 7 - Imagem representativa
de uma secgéo transversal
semifina de um nervo isquiatico
do grupo de esmagamento com
5.000 g, ilustrando a presenga
de vasos integros-V e lesbes da
mielina (bolas de mielina-BM) e
células inflamatorias.

1000g e 15000g (p < 0.05).

Foi realizada uma anadlise es-
tatistica dos histogramas de
distribuicdo do diametro das
fibras mielinicas dos axénios
mielinizados e da distribuicao de
freqUéncia da razéo G.

Esta anélise ndo mostrou diferen-
¢a significativa nos histogramas
de distribuicao do didametro mini-
mo das fibras mielinicas e seus
respectivos axénios, bem como
na distribuicdo de freqiéncia da
razéo G, entre todos 0s grupos
estudados, apesar das evidentes
diferengas, como mostram os

tatistica mostrou diferengas entre

0 grupo controle e todos os grupos esmagados (p < 0.05). Entre
0s grupos esmagados nao houve diferenca.

Os valores médios dos dados da morfometria das fibras mielinicas
e dos axonios mielinizados (area e didmetro minimo da fibra, area
e diametro minimo do axoénio, e razdo G), sdo demonstrados na
Tabela 4. Comparando os resultados obtidos para a area e para
o didmetro minimo das fibras mielinicas, a analise estatistica ndo
mostrou diferenca significativa entre os grupos estudados (p >
0.05). Comparando os resultados obtidos para a area do axénio,
a andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os
grupos estudados (p > 0.05). Comparando os resultados obtidos
para o didametro minimo do axdnio, a andlise estatistica mostrou
diferenca significativa entre o grupo controle € 0s grupos esmaga-
dos com 5000g, 10000g e 150009 (p < 0.05). Nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa quando comparamos o
grupo controle com os grupos esmagados com 500g e 1000g, e
ainda, nao houve diferenca entre os grupos esmagados. Compa-
rando os resultados obtidos para a razdo G, a analise estatistica
mostrou diferenca significativa entre o grupo controle e todos os
grupos esmagados, e ainda entre 0s grupos esmagados com

gréficos de distribuigao abaixo.

Quando analisamos as distribuicdes das fibras de todos os grupos
em conjunto, notamos que as distribuicoes das fibras dos grupos
esmagados com 500 g e 1.000 g se assemelham ao controle,
com certo desvio das distribuicdes para a esquerda. Entretanto,
quando analisamos as distribuicdes dos grupos esmagados com
5.000 g e 10.000 g,essas distribui¢des sao semelhantes entre si
e muito deslocadas para a esquerda, com perda do padrao bi-
modal normal e uma grande porcentagem de fibras de pequeno
diametro. Quando analisamos as distribuicdes do grupo esmagado
com 15.000 g, notamos diminuig&o severa de todas as classes e
desarranjo completo do histograma, o que difere muito de todos
0S outros grupos (Figura 12).

Interessantemente, ao analisarmos os histogramas das distribui-
¢oes dos axodnios, todos 0s grupos esmagados s&o muito seme-
lhantes entre si e muito diferentes do controle. Esses histogramas
sao desviados para a esquerda, com pico Unico em torno de 1 um
de didmetro; essa mudanga no padréo do histograma é bastante
sugestiva de redugao muito acentuada dos diametros axonais
(Figura 13).

Ao analisarmos o conjunto das distribuicbes da razdo G, nota-
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mos um alargamento da base de
todos os grupos esmagados, com
reducao acentuada da porcentagem
de fibras com razédo G 0,6 (como
no controle). Por outro lado, houve
aumento importante das freqléncias
de razdo G maiores e menores que
0,6, indicando um grande nimero de
fibras com desmielinizagao e atrofia
axonal, respectivamente. Ainda
pode-se observar que o nimero de
fibras com caracteristicas de atrofia
axonal é maior que o de fibras com
desmielinizag&o, nos grupos esma-
gados (Figura 14).

DISCUSSAO

As lesbes por esmagamento sao
de ocorréncia relativamente grande,
do ponto de vista clinico, razéo para
conhecé-la com mais detalhes do que
os atualmente disponibilizados na
literatura médica. Por outro lado, s&o
um modelo praticamente ideal para
uso experimental, particularmente
na pesquisa sobre modalidades
terapéuticas das lesdes dos nervos
periféricos em geral, pois ndo ha aqui
o fator complicador da secgéo total
seguida de sutura.

A literatura especializada é relati-
vamente farta em publicagbes en-
focando aspectos da regeneracéo
dos nervos periféricos, utilizando
modelos de les&o por esmagamento.
Entretanto, ndo ha um padrao de
lesa@o por esmagamento, cada autor
utilizando-se de um equipamento
ou técnica diferente, de modo que
¢ altamente discutivel a reprodu-
tibilidade de cada método. Chen
et al.”) introduziram uma leséo por
esmagamento controlado, utilizando
uma maquina de esmagamento,
com a qual é possivel fixar a carga
necesséria para produzir a leséo. Este
mesmo modelo foi empregado com
sucesso por outros pesquisadores,
Nno NOSSO Meio, Com uma maquina
universal de ensaios®?®, e com uma
mé&quina de esmagamento com car-
gacontrolada®. Todavia, apds alguns
anos utilizando-o, percebeu-se que
0 exato grau de lesao produzido né&o
era conhecido, particularmente em-
pregando cargas tao dispares como
asequénciade 100 g, 500 g e 15.000
g preconizada por Chen et al”. Este
foi 0o motivo da presente investigagao,
cujo objetivo foi o de analisar quali-
tativa e quantitativamente as lesdes
por esmagamento produzidas com
cargas de magnitude crescente rigo-
rosamente controladas, utilizando o
rato como animal de experimentagao
e técnicas de histo-morfometria.

O rato foi 0 animal escolhido para a
realizagdo do experimento devido a
facilidade de manuseio e a disponibili-

Caraa N Numero de Numero de
9 Fibras normais Fibras Lesadas

Controle 5 2027 + 294 114 + 15

500g 5 268 + 86* 1323 + 170#
1000g 5 153 + 32* 1006 + 169#
5000g 5 285 + 96* 1602 + 652#
10000g 5 154 + 70* 1142 + 239#
15000¢g 5 139 + 72* 1412 + 366#

Tabela 2 - Nimero de fibras normais e lesadas dos
nervos isquiaticos de ratos Wistar segundo as diferentes
cargas. Valores expressos em média+ DPM. N = nimero

de animais analisados. Carga = peso utilizado para o
esmagamento. * indica diferenga significativa comparada
ao grupo controle para o nimero de fibras normais; #
indica diferenca significativa comparada ao grupo controle
para o numero de fibras lesadas.

MNormais x Lesadas H Lesadas

2500.00 W Normais

2000.00

1500.00

1000.00

N* de Fibras
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Figura 10 - NUimero de fibras normais (azul) e alteradas
(rosa) nos diferentes grupos experimentais. Houve diferenca
significativa entre o grupo controle e todos 0s grupos
experimentais, nos dois pardmetros. Ndo houve diferenga
significativa entre 0s grupos experimentais.

Densidade de Densidade de

Carga N Fibras normais Fibras Lesadas
(fibras/mm2) (fibras/mm2)

Controle 5 16426 + 2102 939 + 206
5009 5 1529 + 534* 7531 + 1645#
1000g 5 1003 + 78* 6778 = 1799+#
50009 5 1557 + 576* 8480 + 2740+#
100009 5 1062 + 695* 7306 + 2231#
150009 5 493+ 321* 5004 + 2039+#

Tabela 3 - Densidade de fibras normais e lesadas
dos nervos isquidticos de ratos Wistar segundo as
diferentes cargas. Valores expressos em média +
DPM. N = nimero de animais analisados. Carga
= peso utilizado para o esmagamento. * indica
diferenga significativa comparada ao grupo controle
para o numero de fibras normais; # indica diferenca
significativa comparada ao grupo controle para o
numero de fibras lesadas.

dade, bem como, ao uso consagrado
no estudo da regeneracao nervosa,
e ainda, o fato de que a maioria dos
estudos existentes sobre as lesdes
por esmagamento terem sido reali-
zados tendo o rato como animal de
experimentagao(!239,

A histologia, a eletrofisiologia e a
andlise funcional do isquiatico do
rato, s&o métodos padrdes para
avaliar a recuperagao das lesdes
nervosas!23%. Nao temos ainda, na
literatura, um método padrao estabe-
lecido para induzir ou provocar uma
determinada lesédo nervosa durante
0 esmagamento.

O tempo de esmagamento foi fixado
em 10 min, pois é o que reproduz
adequadamente o que ocorre em
situagdes clinicas, como aciden-
tes automobilisticos, acidentes em
construcéo e industriais®”. Ainda,
em nosso laboratério esse tempo
tem sido padronizado em todas as
pesquisas®9, Porém na literatura o
esmagamento tem variado de dois
segundos a 24 horas®'"-3),
Encontramos varios fatores que
dificultaram a discussdo dos nossos
resultados, pois a literatura, apesar
de ser vasta, em geral nao abordou
os itens da nossa pesquisa.

Com relagéo a carga utilizada para
induzir o esmagamento, poucos traba-
Ihos tém quantificado a sua aplicagao
na pesquisa. Em alguns dos trabalhos,
a maquina universal de ensaios ou
outro tipo de maquina foi utilizada, em
geral por 10’, podendo variar até 10h
de esmagamento, e a carga variou de
100g, 500g e 15000g©”. A carga fixa
em 15000 g foi utilizada por Mendon-
ca et al®, e Monte-Raso et al.®. Em
outros trabalhos, foi utilizada uma
méquina para realizar compressao
de 30 a80mmHg". A nossa pesqui-
sa utilizou um dispositivo portatil de
peso-morto para esmagamento do
nervo isquiatico do rato, com carga
estatica de 500 g, 1.000g, 5.000 g,
10.000 g, € 15.000 g. Esse dispositi-
vo foi desenvolvido com o intuito de
tornar o processo de esmagamento
mais facil, rapido e confidvel, quanto
a carga aplicada.Mesmo n&o sendo
fidedigna a reprodutibilidade, auto-
res tém produzido o esmagamento
com o auxilio de varios instrumentos.
A pinga de joalheiro n° 5 tem sido
utilizada por autores como Kurtoglu
et al.13. Outros autores fizeram uso
da pinga, sem especificacdo mais
precisa de qual o seu tipo®. A linha
de seda foi utilizada por Okajima
etal.?,

Mesmo com a carga quantificada,
poucos trabalhos tém estudado qual
a lesdo provocada com cada carga,
com o objetivo de padronizar o mé-
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todo de indugdo do esmagamento
de um nervo, ou seja, estabelecer um
modelo de lesbes nervosas por es-
magamento. Bridge et al.® utilizaram
uma pin¢a de joalheiro n° 5, alternan-
do o tempo e a quantidade em vezes,
€ ndo a carga, da aplicagao, e ainda
utilizaram uma pinga hemostatica
serrilhada, com o objetivo de avaliar e
comparar os efeitos destes métodos
de induzir a lesao nervosa por esma-
gamento. Observaram que apesar do
método utilizado para induzir a leséo
nervosa por esmagamento, o resul-
tado foi similar ao segundo grau de
les&o (axoniotmese) com raros fatores
de um terceiro grau (regeneragao
extraepineural), em todos 0s grupos
mostrando a histologia similar. Parece
que apesar de varios métodos utiliza-
dos para transmitir a lesdo nervosa, a
resposta funcional e fisiolégica para o
esmagamento foi

a mesmal. de-

Lesadas X Normais

20000

Densidade de fibras (fibras/mms)
=]
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0!
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Figura 11 - Densidade de fibras normais (azul) e alteradas
(rosa) nos diferentes grupos experimentais. Houve diferenca
significativa entre o grupo controle e todos 0s grupos
experimentais, nos dois pardmetros. Ndo houve diferenga
significativa entre 0s grupos experimentais.

nossa pesquisa, a avaliacao histo-
morfomeétrica foi realizada com 72
horas apds o0 esmagamento do nervo
isquiatico.

18000 @ Lesadas Alguns trabalhos da literatura estuda-

16000 : ram o local exato do esmagamento,
W Normais , "

14000 porém o tempo de analise do segmen-

12000 to esmagado nédo é correspondente

10000 ao nosso tempo®. Mesmo tendo o

mesmo local de analise morfométrica,
o tempo de anélise ndo corresponde
com o0 nosso trabalho, ndo sendo
portanto, comparaveis!™. Observar
a arquitetura do nervo, qualidade
e quantidade das fibras nervosas
regeneradas e grau de mielinizac&o.
O local do esmagamento também foi
analisado, porém o tempo de analise
nao correspondeu com o do nNosso
estudo.

Alguns trabalhos da literatura estuda-
ram o local exato do esmagamento,
com o tempo de
analise do seg-

senvolveram uma mento esmagado
pinga nao-serri- Nervo Areadafibra | @ min fibra Area do @ min axénio Razio G proximo ao Nosso
lhada com forgas (um?) (um) ax6nio (um?) (um) tempo!'®, Os resul-
pré-determinadas tados nos dias 1
a serem aplica- Controle | 24,83 +271 | 491 +029 | 7,39 = 1,47 2,60 + 0,29 0,53 + 0,03 e 5 de ambos os
das no nervo para grupos mostraram
produzir lesdes de 5009 19,98 + 9,53 3,95 + 096 4,41 = 2,49 1,61 = 0,43 0,42 = 0,01* 0 mesmo grau de
segundo grau. Em 1000g | 25,77 £17,20 | 423 +1,50 | 7,38 6,44 | 186=081 | 044+ 0,03*# edema difuso,
nossa pesquisa degeneracgao da
desenvolvemos 50009 17,93 = 13,11 3,54 = 1,41 3,80 + 3,54 1,39 = 0,64* 0,40 = 0,02* maioria dos axo-
um dispositivo 10000g | 16,05+ 10,17 | 834 =1,14 | 3,47 +323 | 1,31 +054* | 0,42+ 0,03* nios, e infiltragao
para portatil de de macrofagos™.
peso_morto para 150009 24,81 + 687 4,38 = 0,69 3,78 £ 1,23 1,49 + 0,21* 0,37 = 0,03*# No Segundo dia

esmagamento do
nervo isquiatico
dorato, o que per-
mitiu induzirmos
uma leséo confi-

avel, com carga variando em 500 g, 1.000 g, 5.000 g, 10.000 g, e

15.000 g.

A maioria dos trabalhos da literatura avaliou a histomorfometria do
nervo apoés duas semanas do esmagamento, fato que néo possi-
bilitou a comparagéo destes resultados com os nossos®8'®. Em

Tabela 4 - Parametros morfométricos médios das fibras mielinicas dos nervos isquiaticos de ratos controles
e submetidos ao esmagamento com diferentes cargas. * indica diferenga significativa do grupo controle
comparado aos outros grupos experimentais. # indica diferenga significativa entre 0s grupos.

observaram infil-
tracdo difusa de
eritrocitos no epi-
neuro em ambos
0S grupos, a de-

generacao de mielina foi mais proeminente em fibras de tamanho

grande e médio, as fibras mielinizadas pequenas foram protegidas em

ambos os grupos. Na presente investigacao, os achados morfolégicos
variaram desde um envolvimento vascular até franca degeneragéo
walleriana, com ruptura de axénios isolados e respectivas bainhas
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Figura 12 - Distribuicao de fibras de todos 0s grupos experimentais.

Figura 13 - Distribuig&o de axdénios de todos os grupos experimentais.
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de mielina nas cargas até 1.000 g,
ruptura do envoltério perineural nas
cargas de 5.000 g em apenas um
nervo, de 10.000 g em dois nervos
e de 15.000 g nos cinco nervos
estudados. A presenca de vasos @
integros e abertos foi proporcio-
nalmente inversa a intensidade da
carga aplicada. A presenga de infil-
trado inflamatario, de fibras grande
didmetro lesadas, atrofia axonal e
bolas de mielina, foi de moderada a
intensa emtodas as cargas aplica-
das. Asfibras de pequeno didmetro o
foram intensamente lesadas no
grupo que utilizou 15.000 g para

20

Freqiiéncia (%)

Razao G

intacto. A lesdo de terceiro grau
de Sunderland permite uma re-
cuperagéo funcional variavel, pois

1 —— Intervalo vs Controle , , -

2 Intervalo vs 500g esté associada ndo somente com

i Intervalo vs 1000g a lesdo axonal, mas com cicatriz
Intervalo vs 5000g i i

5 Intorvalo va 405000 endoneural,l que pode impedir

6 Intervalo vs 15000g ou orientar inadequadamente a

regeneracao axonal. Na leséo
de quarto grau de Sunderland o
nervo, apesar de estar em continui-
dade, possui um tipo cicatriz que
impede a regeneragédo funcional.
Na neurotmese (quinto grau de
Sunderland) ha uma transecgao
completa do nervo sem recupe-
racéo funcional. Observamos em

0 esmagamento. As células espu- 00 01 [0F 0% (94 08

06 07 08 08 10 14

nossa pesquisa que todas as car-

mosas se tornaram mais presentes
nas cargas de 10.000 g e 15.000
g. Houve presenca discreta de
células distréficas em todos os grupos esmagados.

Com relagao aos achados morfométricos, a presente pesquisa obser-
vou que as fibras de pequeno didmetro ficaram mais preservadas do
que as de grande diémetro, como descreveu Sunderland em 1951,
exceto no grupo de 15.000 g, no qual ambas foram extremamente
lesadas®, apesar de terem realizado a analise morfométrica oito sema-
nas apos a lesdo, também observaram a presenca de maior nimero
de fibras de pequeno calibre nos grupos esmagados com pinga de
joalheiro n° 5. A razéo G foi significativamente maior entre todos os
grupos esmagados, quando comparados com o grupo controle, e
ainda, entre os grupos de 1.000 g e 15.000 g. No trabalho de Bridge
et al®, a razdo G foi maior entre o grupo de esmagamento simples
de 60 segundos (esmagamento mais prolongado da pesquisa) e
o grupo controle. Com relagdo ao nimero e densidade de fibras
lesadas e normais, ndo houve diferenga estatistica como no trabalho
de Bridge et al®.

Entender a classificagdo das lesdes é importante para determinar o
tratamento dos pacientes lesionados. Seddon, em 1943, foi o primeiro
a classificar a leséo nervosa em neuropraxia, axoniotmese e neurot-
mese. Este sistema de classificagao foi expandido por Sunderland,
em 1951, para incluir dois outros padroes de leséo. Uma neuropraxia
(primeiro grau de Sunderland) envolve um bloqueio da conducao de
uma éarea local, onde anormalidades histoldgicas podem estar pre-
sentes, incluindo a desmielinizac&do segmentar sem anormalidades
axonais, porém a recuperagao é rapida e completa. A axoniotmese
(segundo grau de Sunderland) envolve a leséo do axdnio com pre-
senca de degeneragéo Walleriana distal a leséo; a recuperacéo esta
associada com o crescimento axonal no tubo endoneural individual
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Figura 14 - Razado G de todos 0s grupos experimentais.

gas aplicadas produziram a leséo
do tipo neuropraxia € axoniotmese
de acordo com a classificagao de
Seddon (1943), e, a intensidade da les&o foi dependente da carga
utilizada. Assim, a leséo produzida no nervo isquiatico do rato com o
método utilizado foi mista. Com o intuito de estabelecer paralelo com
a classificacéo de Sunderland (1985), todas as cargas aplicadas na
presente pesquisa produziram lesao dos tipos |, Il e lll, resultando
em lesdo mista; a lesao tipo IV foi produzida com a utilizagao dos
pesos de 10.000 g e 15.000 g. Por outro lado, foi observado que o
numero de fibras com caracteristicas de atrofia axonal foi maior que
o de fibras com desmielinizagéo. Esse dado € sugestivo de que a
leséo mais importante no modelo de esmagamento ocorre no axénio,
caracterizando a classificagdo de axoniotmese.

CONCLUSOES

1. A quantidade de fibras mielinicas lesadas nos nervos isquiaticos
de ratos submetidos a leséo por esmagamento foi proporcional a
magnitude da carga aplicada, sem diferenca significante com os
nervos intocados para as cargas de 100 g e 500 g.

2. Houve predominio de fibras distréficas em todos os grupos, exceto
no de 15.000 g.

3. As fibras de maior didametro foram mais afetadas do que as de
menor didmetro para todos os grupos, exceto no de 15.000 g, em
que estas Ultimas igualmente afetadas.

4. O tipo de lesao predominante foi a atrofia axonal, em comparagao
com a desmieliniza¢&o.

5. As lesbes sdo mistas com predominio da axoniotmese.
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