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ARTIGO ORIGINAL

HEMATOMA INTRANEURAL EXPERIMENTAL EM
RATOS: AVALIACAO DA RECUPERACAO FUNCIONAL E
HISTOMORFOMETRIA NEURAL

EXPERIMENTAL INTRANEURAL HEMATOMA MODEL IN RATS: EVALUATION OF FUNCTIONAL RECOVERY A
NEURAL HISTOMORPHOMETRY

GEeAN PauLo Scorel’ ,Jose CARLos MARQUES FARriA', FABio F. Busnarpo!, HELio R. N. ALVES?,
Simone Cristina OrpHEU!, Marcus CASTRO FERREIRAS

RESUMO

A formagéo do hematoma intraneural com comprometimento de
nervos periféricos pode ocorrer apds trauma ou coagulopatias. O
tratamento expectante ou abordagem cirlrgica descompressiva
ainda néo estéo definidos.

Foram estudados 40 ratos da raca Wistar divididos em 4 grupos.
No grupo A realizou-se injecéo intraneural de 0,2 ml de sangue
autdgeno no nervo ciatico direito. No grupo B, apds produgéo do
hematoma, fez-se descompressao imediata com epineurotomia
longitudinal. No grupo D realizamos liberagcao imediata do he-
matoma com neurdlise interfascicular. No grupo C (CONTROLE)
apenas realizou-se a exposigdo do nervo ciatico sem formagao
de hematoma. .

A avaliagdo da func¢éo nervosa foi feita com o Indice de Fungao
Ciatica de Bain-Mackinnon-Hunter (IFC). O grupo A apresentou
IFC inicial de -28,43, com recuperagdo funcional no 5° dia. A dre-
nagem imediata desse hematoma através de uma epineurotomia
longitudinal (B) determinou retorno da funcgéo citica normal desde
o 1°dia (IFC= -14,42). Tratando o hematoma através da neurdlise
interfascicular observamos um IFC inicial de -23,69 e retorno da
funcéo ciatica normal no 3° dia.

Os parametros histomorfométricos apontaram melhora dos pa-
rametros de isquemia apés os 2 tipos de intervengéo cirdrgica
aplicadas neste estudo. Nao houve diferenca entre os tipos de
intervengOes aplicadas.

Descritores: Sindromes de compressdo nervosa; Doengas do
sistema nervoso periférico, Hematoma; Microcirurgia;, Modelos
animais.

Citacao: Scopel GP, Faria JCM, Busnardo FF, Alves HRN, Orpheu SC, Ferreira MC.
Hematoma intraneural experimental em ratos: avaliacao da recuperacao funcional e
histomorfometria neural. Acta Ortop Bras. [periddico na Internet]. 2007; 15(4):222-
226. Disponivel em URL: http://www.scielo.br/aob.

INTRODUGAO

Situacdes clinicas, como sindromes compressivas ou trauma
de membros, levando a um comprometimento funcional ou
anatémico do nervo periférico séo bastante freqlentes na pratica
médica. A conduta cirlrgica baseia-se fundamentalmente no tipo
de trauma, aberto ou fechado, e no grau de les&o nervosa. Em
termos praticos e vidveis com a microcirurgia, podemos encon-
trar quatro situagdes intraoperatérias: a integridade do nervo;
integridade associada a contusao e presenca de hematoma
intraneural; a seccdo nervosa; e secg¢ao associada a perda de
substancia neural.

Em situagdes associadas a grandes contusdes, em particular no
trauma fechado de membros, podem ocorrer alteracdes sensiti-

SUMMARY

Emergence of intraneural hematoma with involvement of pel
ral nerves can occur after trauma or coagulation disorders
decision for expectant management or decompressive su
techniques is still controversial.

Forty male Wistar rats were divided into 4 groups. In group
intraneural injection of autologous blood was provided at the
sciatic nerve. In group B, after the hematoma creation, a longitt
epineurotomy was performed. In the group C (sham-operatec
sciatic nerve was exposed without hematoma. In group D. i
diately after the hematoma creation, an interfascicular neur
was performed. Nerve function recovery was assessed usir
Bain-Mackinnon-Hunter Sciatic Function Index (SFl). At the ¢
the study, the animals were sacrificed and a specimen of the
nerve at compression midpoint was removed for morphor
analysis.

Group A displayed an initial SFI of —28.43, with full function
covery on the fifth day. Immediate drainage of the hemator
longitudinal epineurotomy (group B) promoted recovery of n
sciatic function on the first day (SFI -14.42). Addressing th
matoma via interfascicular neurolysis resulted in an initial ¢
—23.69 and recovery of normal sciatic function on the thirc
The morphometric variables indicated an improvement of isct
parameters following both types of surgical intervention.

Keywords: Nerve compression syndromes, Peripheral ne
system diseases; Hematoma, Microsurgery; Animal models.
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vas e motoras no territério do nervo comprometido sem que
necessariamente sec¢ao nervosa. As fibras vistas ao micros
podem ter aspecto normal ou apresentar contusao tecidua
a presenca de hematoma intraneural.

Em outros casos, observados principalmente em pacientes
coagulopatia, pode haver formagao espontanea desse hema
Quando isto ocorre em compartimentos pouco expansiveis,
0 tlnel do carpo, pode determinar prejuizo funcional signifi
devido a compressao nervosa. A formagao do hematoma no
do carpo, seja traumatica ou associada a coagulopatias, &
recida pela persisténcia de uma artéria mediana, ramo da ¢
interossea anterior”. McCormack® identificou a persisténcia
vaso em 4,43% das dissecgOes anatomicas.
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O tratamento ideal ainda ndo estéa estabelecido quando hé con-
tinuidade do nervo associada ao hematoma intraneural. Diante
disso, desenvolvemos estudo experimental em nervos ciaticos de
ratos procurando simular a formagéao de um hematoma intraneural.
A evolugao frente a conduta expectante ou tratamento cirlrgico
descompressivo foi feita através da anélise funcional de Walking
Track e histomorfometria neural®+567,

MATERIAIS E METODOS

Quarenta ratos (40) machos da raga Wistar com peso médio de
300 + 30 g foram utilizados como modelo experimental. A anestesia
foi induzida com pentobarbital sédico (30-50mg por kg de peso)
via intraperitoneal. Realizou-se tricotomia em regido glutea direita
e inguinal E.

Procedimento Cirurgico

Em decubito ventral foi realizada inciséo de aproximadamente
1,5cm na face posterior do membro direito. Com microscopio
cirdrgico, realizou-se o afastamento da musculatura glutea e expo-
sigdo do nervo ciatico direito desde sua origem até a sua primeira
subdivisao (ramo fibular). No grupo C (CONTROLE) o procedimento
cirlrgico encerrou-se nessa etapa.

Nos grupos A, B e D, com o animal em decubito dorsal, realizou-se
inguinotomia esquerda longitudinal e exposicao dos vasos femo-
rais. Procedeu-se entéo a disseccéo e cateterizagdo da veia femoral
esquerda seguida da aspiragao de 0,3 ml de sangue. Através de
um dispositivo adaptado de agulha modelo Butterfly® nimero 27
(extensao de 9 mm e diametro externo de 0,4 mm) foi realizada a
injegao intraneural de 0,2 ml de sangue autdégeno produzindo-se
hematoma intraneural no nervo ciatico direito (Figura 1).

No grupo A o procedimento cirdrgico encerrou-se apés a forma-
¢ao hematoma intraneural. Este grupo tem por objetivo simular a
evolucéo diante do tratamento conservador.

No grupo B apds a formagdo do hematoma realizamos uma
epineurotomia longitudinal para drenagem do hematoma. Esse
procedimento foi realizado imediatamente apds a producéo do
hematoma.

No grupo D, apds a produgdo do hematoma intraneural como
previamente descrito nos outros grupos, realizou-se a neurdlise
interna (neurdlise interfascicular) através de técnica microcirdrgica
com abertura do epineuro e disseccdo romba interfascicular .
Ap6s os procedimentos cirlrgicos procedeu-se ao fechamento por
planos de musculatura e pele.

Ao término dos procedimentos os animais foram mantidos em
gaiolas separadas sob aquecimento até o total restabelecimento
das funcdes vitais. Nos dias subsequentes foram mantidos com
agua e ragéo ad libitum.

Avaliacao da funcao nervosa pelo método de “Wa
Track”

O “Walking Track” (WT) é um método de analise funcional do
que avalia alteragdes de marcha consequientes a leséo caus:
de claudicagéo na pata operada, através da impresséo de peg
Para analise da fungéo do nervo foi utilizado o Indice de Ft
Ciatica (IFC) de Bain-Mackinnon-Hunter®4567_ Este indice

como variaveis a extensado da pegada (distancia da extrem
do 3?2 dedo até o calcaneo), a largura da mesma ( distancia
0 1% e 5% dedos), e a distancia entre os dedos intermediarit
e 4% dedos) da pata traseira (Figura 2). Os valores obtido
esta férmula s&o considerados um indice da condigdo fun
do nervo ciatico expresso em déficit funcional. Variagbes d
+ 10% estéo nos desvios de normalidade para a férmula,
que zero porcento representa fungao normal e —100% repre
perda total da fungéo. Valores intermediarios correspond
déficits parciais de fungao.

DISTANCIA ENTRE DEDC
INTERMEDIARIOS

EXTENSAO DA L<3
PEGADA

LARGURA DA
PEGADA

IFC=-38,3(EPE-EPN/EPN)+109,5(LPE-LPN/LPN) +13,3(DDIE-DDIN/DDIN)
IFC: Indice de funcéo ciatica

EPE/EPN: Extensao da pegada experimental (D) e normal (E)

LPE/LPN: Largura da pegada experimental e normal

DDIE/DDIN: Distancia entre os dedos intermediarios experimental e norma

Figura 2. Pardmetros e férmula de Bain-Mackinnon-Hunter para célc
Indice de Fungdo Ciatica

O WT foi obtido utilizando-se de um corredor de 8,2 x 4
com extremidades abertas Os ratos tiveram suas patas tra:
(operadas e auto-controles) impregnadas com tinta nar
preta. Foram entao liberados para deambular sobre uma fol
papel branco nas dimensdes do corredor supracitado. Qu
0S animais pisavam com o dorso as pegadas eram considel
“ndo-mensuraveis”.

As pegadas foram selecionadas para anélise pela qualidade
reza da impressao das mesmas, sendo aferidas na pata op
(direita) e na pata auto-controle (esquerda). As aferigoes
sempre feitas por um mesmo examinador que desconhecia o ¢
ao qual as medidas pertenciam.

Foram feitas medidas no 12 pds-operatdrio e a seguir em intel
determinados de 2 em 2 dias para cada rato durante a pri
semana. Apos esse periodo foram feitas avaliagdes periédic
4 em 4 dias, e apds o primeiro més quinzenalmente até o 61
obtendo-se para cada dia analisado um IFC. Os valores enct
dos foram inseridos na férmula empirica de IFC.

A avaliagéo estatistica inicial do estudo foi feita através da al
de variéncias (ANOVA) com medidas repetidas, tendo como f
os IFCs dos grupos ao longo do tempo. Quando foram enct
das diferencas estatisticamente significantes prosseguiu-se
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Histomorfometria neural

Ao término do estudo os animais foram sacrificados e um segmento
de 10 mm do nervo cidtico D retirado para analise histologica.

A fixacao do nervo foi feita em glutaraldeido 2% durante 1 hora.
Apds esse periodo a pega foi pds-fixada em tetréxido de dsmio
2% por 2 horas e mantida em imerséo de uranila 1% por periodo
minimo de 6 horas. Terminado esse processo o segmento de
nervo foi desidratado em concentragdo crescente de acetona e
incluido em araldite. Os cortes foram obtidos na espessura de 1
um e corados com azul de metileno 1% e Azur Il.

As laminas foram avaliadas de forma duplo-cego, com equipe
de andlise das laminas diversa da equipe de coleta do nervo.
A equipe de andlise histologica recebeu o material apenas com
numeros de designagao, ndo tendo conhecimento de qual grupo
a amostra fazia parte.

O estudo morfométrico foi realizado através de método estereolo-
gico (point-counting) sem conhecimento de qual grupo a lamina
analisada pertencia. Um sistema coerente de 36 pontos criados
pela intersecgéo de 12 linhas perpendiculares foi adaptado a tela
de um monitor Gradiente® de 21 polegadas. A imagem captada por
uma camera de video analégica Sony® conectada a um microsco-
pio Optico Zeiss Axioplan® e transmitida ao monitor. Seis campos
representativos ndo coincidentes de cada nervo foram randomi-
camente selecionados. As seguintes medidas foram extraidas:
porcentagem de fibras mielinicas, densidade de fibras mielinicas,
porcentagem de fibras em degeneracdo walleriana e densidade
de fibras em degeneracgéo walleriana (Figuras 3 e 4).

Figura 3. Corte histolégico do nervo cidtico com inumeras fibras em
degeneracgao walleriana (GRUPO A).

Foram excluidos da primeira anélise os nervos que apresent
as fibras axonais cortadas longitudinalmente. Os casos inicialr
excluidos da andlise foram reincluidos, e apartir dai se confe
nava nova lamina.

Para avaliacao estatistica foi utilizada ANOVA. Valores de p-
foram considerados estatisticamente significantes®®

RESULTADOS
Walking Track

Durante o seguimento foram observado 1 ébito nos grupos
D e 2 ébitos no grupo C.

A andlise das pegadas dos animais realizada através do IF
monstrou recuperacao funcional motora significativa em ft
do tempo (Tabela 1). O valor médio do IFC no pré-operatd
de 10,47 + 7,46. O grupo controle (grupo C) ndo apres!
diferenca estatisticamente significante em relagéo aos valor
IFC pré-operatérios (Gréafico 1).

TEMPO A B C D
(dias) IFC SD IFC SD IFC SD IFC
1 | 2843 | 310 | 1442 | 459 | 1788 | 226 | 2360
3 | 2000 | #12| 1500 | 418 | 1817 | 290 | a711
5 | 2400 | 334 | 1400 | 291 | 1374 | 353 | 1954
7 | 714 | 247 | 1254 | 389 | 1434 | 358 | 1760
1 | 1835 | 300 | 1311 | 221 | 1444 | 355 | 1641
15 | 1130 | 305 | 786 | 341 | 1444 | 355 | 1033
19 | -1060 | 3% | 1066 | 177 | 1048 | 305 | 11,03
23 | -1330 | 3| 874 | 218 | 1220 | 325 | 246
27 | 412 | 29| 546 | 200 | 1526 | 164 | 264
a1 | 383 | 34| 828 | 2% | 1220 | 325 | 767
46 | 465 | 213 | 828 | 246 | 703 | 220 | 706
61 | 585 | 29| 510 | 289 | 914 | 23| 550

Tabela 1. indice de fungéo ciatica médio para cada grupo por dia an
(A: hematoma intraneural; B: epineurotomia longitudinal; C: Contrc
neurdlise interna).
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O grupo com hematoma intraneural (A) apresentou déficit funcional
inicial de 28% (IFC= -28,43+9,8), com recuperagdo da funcéo
ciatica no 5° dia.

A drenagem imediata desse hematoma através de uma epineuro-
tomia longitudinal (grupo B) determinou retorno da fungéo cidtica
normal desde o 1% dia (IFC= -14,424+13,76). A comparagao deste
grupo com o grupo A apresentou diferenca com significancia
estatistica apenas no 12 dia (p 0,03).

Com a abordagem do hematoma através da neurdlise interfascicu-
lar (grupo D) observamos um IFC inicial de -23,694+10,95 e retorno
da fungéo ciatica normal no 3?2 dia. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significante entre este grupo e os grupos A e B.

Histomorfometria

A andlise da porcentagem e densidade de fibras mielinicas de-
monstrou diferenca estatisticamente significante entre o grupo A
e 0s grupos B e D, com um maior nimero observado nestes 2
Ultimos grupos.

Comrelacao a porcentagem e densidade de fibras em degenera-
cao walleriana ha diferenca estatistica entre o grupo A (hematoma)
e os demais grupos. Nao houve diferenga estatistica entre os dois
tipos de tratamento aplicados apds o hematoma (Be D) e o grupo
CONTROLE.

DISCUSSAO

A formacgdo do hematoma é favorecida pela rica vascularizagéo
do nervo periférico. Através de ramos vasculares provenientes do
mesoneuro, ha a formagao de dois plexos vasculares principais:
um plexo externo formado predominantemente por vasos dispos-
tos longitudinalmente no epineuro e um plexo interno localizado
entre as lamelas do perineuro. Em distancias variaveis, os vasos
presentes no perineuro emitem ramos em angulo obliquo que
nutrem o endoneuro(®1,

A ruptura do plexo externo associada a integridade do epineuro
pode desenvolver uma situagao de hipertensao intraneural. Nesta
condigao, segundo Lundborg('?, h4 o aumento da pressao venosa
intraneural e exsudacéo proteica, que pode ser reversivel desde
que esse aumento seja transitorio. Entretanto, a manutengao
desse edema por longos periodos pode determinar a invasao de
fibroblastos e a longo prazo a formagéao de uma cicatriz constritiva
epineural.

A ruptura da barreira hemato-nervosa dos vasos intrafasciculares
ou plexo interno pode originar o edema endoneural?'®. Nesta
situagao, devido a disposigao obliqua dos vasos que nutrem o en-
doneuro, pode ocorrer um mecanismo de valvula com fechamento
desses vasos, e prejuizo adicional no fluxo sanglineo intrafasci-
cular. A manuntengao do quadro de hipertensao endoneural pode
desencadear hipdxia e subsequente necrose tecidual, configuran-
do-se assim uma “sindrome compartimental em miniatura” 4.

A isquemia resultante do aumento da pressao intraneural com-
promete as bombas de Na\K e o sistema de transporte axoplas-
maético, que dependem de ATP para o funcionamento adequado.
A integridade desses sistemas é de fundamental importancia ao
permitir a condugdo do impulso nervoso e a transferéncia de neu-
rotransmissores e outros peptideos produzidos no corpo celular
até as terminagdes axonais(°19),

A presenga de sangue no espago intrafascicular também pode
levar a um aumento do nimero de fibroblastos no endoneuro re-
sultando num grau consideravel de fibrose intraneural. A fibrose é
extremamente deletéria a fisiologia do nervo periférico, levando a
uma redugdo mecénica do transporte axoplasméatico pela constri-
¢ao e criando uma interface inadequada de trocas entre capilares
e axonio. A prépria regeneragao axonal é prejudicada por essa
barreira cicatricial".

modelo experimental comparando-se funcionalmente e hi
gicamente a evolugdo do tratamento cirdrgico frente a col
conservadora. Clinicamente alguns autores tém descrito cas
neuropatia periférica por hematoma intraneural, com abord
cirrgica descompressiva através da neurdlise interna('617.19)
Descrita por Babcock em 1907 apud Terris et al.® a neu
interna ainda ndo tem suas indicagdes plenamente estabele
Segundo alguns autores, as possiveis indicagdes para sua
zagao nas sindromes compressivas periféricas cronicas s
situacdes de déficit motor ou sensitivo e irritagéo persistente
dor e parestesia, sem resolugdo num periodo razoavel de ti
sob tratamento clinico e postural adequados®2".

Nas sindromes compressivas crénicas ocorre a restrigdo mec
do nervo pela presenca da fibrose intra e extraneural. A exsuc
proteica inicial secundaria a isquemia pode cursar com a pro
Gao de fibroblastos impedindo a troca de nutrientes entre o t
neural e o sistema microvascular®.

Nesses casos a realizagao da neurdlise interna microcirdrgica
mina melhora adicional nos parametros histolégicos, morfolé
e eletrofisiolégicos quando comparada a simples descompre
nervosa®.

Entretanto, a neurdlise interna n&o é procedimento inécuo, e
representar, segundo Rydevik et al.?", trauma adicional a est
nervosa. A disseccao intraneural pode induzir fibrose em toc
camadas do nervo levando a um prejuizo funcional da fibra ner
Alguns autores sugerem que tal procedimento estaria indicad
situagOes em que a cicatriz resultante do procedimento cir(
fosse menor do que a fibrose presente nas sindromes compres
cronicas®'??. A neurdlise interna pode levar a destruigéo do
vascular intraneural, porém preservando a perfuséo pelos cag
endoneurais®'?¥. O risco de lesdo é diretamente proporcic
extenséo da manipulagao dos fasciculos®.

Neste modelo experimental a produgao do hematoma intrar
(grupo A) através da injecdo de sangue autégeno levou a un
juizo na fungao nervosa. Inicialmente apresentou IFC de —28,4
evoluiu com normalizagao dos parametros funcionais em 5
A anélise histomorfométrica identificou uma menor porcent:
e densidade de fibras mielinicas com relagéao aos grupos co
e tratados (B e D), sugerindo um efeito compressivo isqué
do hematoma. Da mesma forma, no grupo A encontramos

porcentagem e maior densidade de fibras em degeneragac
leriana com relagdo aos outros grupos, o que também s
sofrimento neural.

Estes dados corroboram com as hipéteses previamente citad
literatura nas quais situagdes que levam ao aumento da pre
intraneural e a compressao fascicular promovem alterac:
condugao nervosa e isquemia neural. O mecanismo envolvi
prejuizo funcional transitério seria a isquemia que levaria ao

prometimento da producéo energética do axonio, impossibili
o funcionamento dos sistemas de transporte axoplasmatico

bombas Na/K dependentes de ATR.

A recuperacao da fungao ciatica neste grupo provavelmente
associada a reabsor¢cdo do hematoma intraneural, perden:
assim o efeito compressivo inicial e restabelecendo-se per
sanguinea adequada.

A drenagem do hematoma através da epineurotomia longitt
(grupo B) determinou retorno mais rapido da fungao ciatica nc
com IFC compativel aos valores pré-operatérios desde o pri
dia. A comparacéo deste grupo com o grupo A demonstrot
renga estatisticamente significante até o 5° dia.

A abordagem com neurdlise interfascicular determinou dis
ganho na recuperacéao funcional (IFC -23,69), com normaliz
do IFC no 3° dia. Neste estudo nao se demonstrou diferenga
tisticamente significante entre as 2 formas de abordagem ciru
epineurotomia e neurdlise interfascicular.
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porcentagem e densidade de fibras mielinicas, e menor porcenta-
gem e densidade de fibras em degeneracao walleriana nos grupos
operados, sugerindo-se uma reversao da neuropatia compressiva
e isquemia neural .

Entretanto, em uma situagéo clinica real, ndo seria possivel a reali-
zagao de um procedimento cirdrgico em téo curto prazo apds uma
leséo. Assim novos modelos experimentais para se determinar até
qual periodo a intervengao cirdrgica teria impacto na recuperagao
funcional e reverssao dos parametros histolégicos associados a
compressao e isquemia neural.
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