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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associacdo entre acido
hialurénico carboximetilcelulose (HA-CMC) e acido alfa lipdico (AL), bem como
da associacdo de ambos, sobre a regeneracdo nervosa e recuperacao
funcional apos autoenxerto de nervo em ratos. Trinta ratos Wistar (179.88 +
23,92 g) foram divididos em 5 grupos (n=6), Controle (C), Leséo (L), Leséo +
Acido Lipdico (LL), Les&do + Acido Hialuronico (LH), Lesdo + Acido Lipoico +
Acido Hialurénico (LLH). Apds anestesia (cloridrato de cetamina — 1,16 g/10mL
e cloridrato de xilazina — 2 g/100 mL, proporgao 3:2, dose = 0,09 mL/100g e
0,06 mL/100g massa corporal, respectivamente), o nervo isquiatico esquerdo
foi seccionado nos grupos L, LL, LH e LLH, sendo retirado um segmento de 8
mm, que foi invertido a 180° e reconectado por 2 pontos de sutura epineural em
cada extremidade. Aos grupos LH e LLH, foi administrado 0,2 mL de uma
solucéo de HA-CMC ao redor do nervo submetido a autoenxerto de nervo. Aos
animais dos grupos LL e LLH foi administrada uma solugao de acido a-Lipdico,
por via orogastrica, em concentracdo de 100 mg/kg, apos 24 horas da leséo (7
x/semana, 8 semanas). Realizou-se o registro da marcha (pré-operatério, 7°,
140, 21°, 28°, 35°, 42°, 49°, 56° dias de pds-operatdrio (PO). O nervo isquiatico
de todos os animais foi processado para analise morfométrica e quantitativa
(INSTAT, version 3). Para a analise morfométrica e funcional foram utilizados
os testes ANOVA One - Way seguido do teste de Tukey HSD. Considerou-se
p<0,05. A massa do musculo séleo em todos os grupos lesados foi menor que
no controle (p<0,05). Em todos os grupos lesados o IFC estava préximo de -
100 a partir do 7° PO em relacdo ao pré-operatério (p<0,05), ndo tendo sido
recuperados os valores de normalidade até o 56° dia PO. Todos os grupos
lesados apresentaram densidade de area de tecido conjuntivo maior
comparado ao grupo controle (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos (p>0,05). O nimero de ax6nios foi maior nos
grupos LH e LLH em relacdo ao controle (p<0,05). O didametro dos axdnios,
diametro das fibras nervosas e espessura das bainhas de mielina foram
menores nos grupos lesados em comparacdo aos achados no grupo controle
(p<0,05), ndo havendo diferenca entre os grupos submetidos a lesdo (p>0,05).
A razdo G estava dentro dos valores de normalidade em todos 0s grupos.
Conclui-se que a administracdo de HA-CMC ou de AL apds autoenxerto de
nervo em ratos, assim como a associacdo de ambos tratamentos, nao
favoreceu a regeneracdo nervosa e recuperacao funcional, sendo este
processo extremamente complexo em lesGes nervosas graves que exigem
autoenxertos.

Palavras-chave: plasticidade neuronal, &cido lipdico, acido hialurénico,
regeneracao nervosa periférica, autoenxerto de nervo, recuperacao funcional.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the association
between hyaluronic acid carboxymethyl cellulose (HA-CMC) and alpha lipoic
acid (LA), as well as the association of both, on the nerve regeneration and
functional recovery after nerve autograft in rats. Thirty Wistar rats (179.88 *
23,92 g) were divided into 5 groups (n=6), Control (C), Lesion (L), Lesion + LA
(LL), Lesion + HA-CMC (LH) Lesion + LA + HA-CMC (LLH). After anesthesia
(ketamine hydrochloride-1.16 g/10ml and xylazine hydrochloride-2 g/100mL,
proportion 3:2, dose ratio = 0.09 mL/100g weight and 0.06 mL/100g body
weight, respectively), the left sciatic nerve was sectioned in the animals of the
groups L, LL, LH and LLH, being withdrawn a 8 mm segment, which was
reversed 180° and reconnected by two epineural suture at each end. It was
administered 0.2 mL of a HA-CMC solution around the nerve in the animals of
the groups LH and LLH. After 24 hours of the injury a solution of LA (100 mg/kg)
was administered (7 times/week, 8 weeks) to the animals of groups LL and
LLH. The sciatic functional index (SFI) was registered on pre operatory day and
on 7,14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 postoperative (PO) days. The sciatic nerve of all
animals has been processed for morphometric and quantitative analysis. For
morphometric and functional analysis it was used the ANOVA One-Way test
followed by the Tukey HSD. It was considered p<0.05. The mass of the soleus
muscle in all injured groups was less than in the control (p<0.05). In all injured
groups the SFI was around-100 from 7 PO compared to the pre-operative day
(p<0.05) and the normal values were not recovered until the 56th PO day. All
injured groups showed connective tissue area density increased compared to
the control group (p<0.05). Among the different treatments there were no
significant differences (p>0.05). The number of axons was greater in groups LH
and LLH compared to the control group (p<0.05). The diameter of the axons,
the diameter of the nerve fibers and the myelin sheath thickness were smaller
than control in all injured groups (p<0.05), and there were no difference
between the groups (p>0.05). The G ratio was within normal values in all
groups. We concluded that the intraoperative administration of HA-CMC or oral
administration of LA after nerve autograft in rats, as well as the association of
both treatments, not favored the nerve regeneration and functional recovery,
being this process extremely complex in severe nerve damage requiring
autografts.

Keywords: neuronal plasticity, lipoic acid, hyaluronic acid, peripheral nerve
regeneration, nerve autograft, functional recovery.
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1. INTRODUCAO

Lesdes nervosas periféricas normalmente decorrem de acidentes
automobilisticos, mas também podem ser causadas por lesfes penetrantes ou
por tracdo nervosa excessiva (IJKEMA-PAASSEN et al, 2004). A
consequéncia € uma perda sensoério-motora no territorio de inervacédo (GIGO-
BENATO et al., 2010; IJKEMA-PAASSEN et al., 2004; MACHADO, 2000)
sendo o prognostico complexo, especialmente quando o nervo é seccionado
(BURNETT; ZAGER, 2004).

Estima-se que 50.000 pessoas sofrem lesbes nervosas decorrentes de
episodios traumaticos a cada ano na América do Norte, dado que sinaliza a
relevancia deste problema como uma questédo de saude publica (EVANS, 2001;
MILLESI, 2000). No Brasil, o dado mais recente € de um estudo retrospectivo
(1989 a 2004) de 456 casos de lesdes traumaticas de nervo, no qual a seccao
completa representava 41% dos casos (KOUYOUMDJIAN, 2006).

As lesdes nervosas foram classificadas primeiramente por Seddon
(1943), citado por Burnett e Zager (2004), que consideraram o0 grau de
comprometimento estrutural e o prognéstico de recuperacao: Neuropraxia (tipo
I) caracterizada por um bloqueio localizado da condugéo nervosa, com leve
comprometimento da bainha de mielina e preservagéo da continuidade axonal,
reversivel espontaneamente em aproximadamente 30 dias; Axoniotmese (tipo
II), caracterizada por compressao ou esmagamento do nervo, com interrupgao
da continuidade axonal, estando os envoltorios conjuntivos e a microcirculacao
preservados, na qual se observa a presenca de degeneracdo Walleriana e a

regeneracado axonal ocorre de forma espontanea e processual; Neurotmese
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(tipo 1), caracterizada pela ruptura completa do nervo, com consequente
descontinuidade entre o sistema nervoso central e a periferia, que exige
reconstrucao cirdrgica.

Na neurotmese e na axoniotmese, a regeneragdo nervosa € possivel,
porém, diferentemente de outros tecidos do corpo, a regeneracao de nervos é
lenta e frequentemente incompleta. Segundo Grinsell e Keating (2014), menos
da metade dos pacientes submetidos a reparo cirdrgico recuperam uma boa
funcdo motora ou sensorial.

O gerenciamento das lesdes traumaticas do nervo é influenciado por
vérios fatores, incluindo a localizagédo da leséo, o tipo de lesdo, o tamanho da
perda de segmento nervoso, o tempo transcorrido da lesdo, além do
envolvimento de tecidos moles na leséo. Apesar do ambiente ser permissivo ao
crescimento no sistema nervoso periférico (SNP), lesGes nervosas importantes
em humanos tém potencial de recuperacdo espontdnea muito limitado
(PALISPIS; GUPTA, 2017).

Regeneracao nervosa periférica € um fendbmeno complexo que envolve
uma série de mudancas moleculares, celulares e em niveis teciduais
(CAMARA-LEMARROY; GUZMAN-DE LA GARZA; FERNANDEZ-GARZA,
2010; GEUNA et al., 2009; NAVARRO; VERDU; BUTI, 1994; TETZLAFF et al.,
1991). As mudancgas biologicas sdo ainda mais dramaticas quando ocorre
perda de um segmento nervoso. Nos casos em que um autoenxerto de nervo
ndo é uma opcao, um envoltério de nervo artificial (prétese de nervo) €
necessario para reconectar os cotos nervosos e restabelecer o contato com os
alvos distais (BATTISTON et al., 2009; DEUMENS et al., 2010; GONZALEZ-

PERES; UDINA; NAVARRO, 2013).
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Diversas estratégias tém sido investigadas no sentido de se obter um
dispositivo inovador, por meio da engenharia de tecidos, que favorecam a
regeneracao e reparo das lesdes nervosas periféricas, incluindo, entre outros: a
administracdo sistémica de farmacos neuroprotetores; a liberacdo local e
controlada de fatores neurotréficos e/ou outras citocinas neuroativas; o
desenvolvimento de materiais biomiméticos que imitem as propriedades do
ambiente dos nervos periféricos; a implantagdo de envoltorios superficiais
contendo moléculas bioativas; e a estimulacdo local por meio de agentes
fisicos pré-regenerativos (GEUNA et al., 2016).

Avancos nas técnicas microcirirgicas para tratamento das lesdes
nervosas periféricas tém ocorrido, mas nenhuma técnica até o momento
consegue garantir a total recuperacdo e normalizagdo da funcéo
neuromuscular, sendo o0s resultados clinicos limitados (GIGO-BENATO;
GEUNA; ROCHKIND, 2005), fato que reafirma a importancia de estudos que
investiguem recursos que possam facilitar ou acelerar a recuperacao funcional.

A literatura especializada aponta diversas alternativas cirargicas para o
reparo da lesdo nervosa periférica. Dentre elas, destacam-se 0s enxertos
nervosos (SHORES, 1996) e as técnicas de tubulizacdo com envoltorios
constituidos a partir de diferentes materiais (AZIZI et al.,, 2015; DING et al.,
2010; KALBERMATTEN et al., 2009; LI et al., 2010), sendo o autoenxerto de
nervo por microsutura epineural considerado padrdo ouro devido a sua
atratividade anatdmica e possivel reparacao fascicular (GRINSELL; KEATING,
2014; LUNDBORG, 2000).

Inimeras condutas tém sido descritas na literatura, mas nenhuma tem

promovido resultados equivalentes ou superiores aos dos autoenxertos com
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comprimentos superiores a 3 cm (COLEN; CHOI; CHIU, 2009). Pfister et al.
(2011) destacam que, apesar do reparo adequado do nervo no local do
enxerto, a taxa de regeneracao axonal no homem é lenta (1 a 2 mm/dia).

Enxertos de nervo autdlogos oferecem um ambiente permissivo e
estimulante para a regeneracdo nervosa, incluindo as laminas basais das
células de Schwann, fatores neurotroficos e moléculas de adeséo
(SIEMIONOW; BRZEZICKI, 2009). Além da especificidade tecidual, o enxerto
de nervo minimiza a distancia entre os cotos nervosos facilitando o processo de
regeneracao (WONG; PIANTA; MASTELLA, 2012).

Os enxertos de nervo sdo propostos sempre que a sutura do nervo nao
for possivel sem uma determinada tensdo (LUNDBORG, 1987). Os enxertos
podem ser obtidos da mesma pessoa (autoenxerto), de outro ser humano
(aloenxerto) ou de outra espécie (xenoenxerto) e o nervo mais utilizado para
este fim é o nervo sural (LEE; WOLFE, 2000).

Além da reconexao cirtrgica do nervo danificado, diversos instrumentos
terapéuticos tém sido utilizados com a finalidade de aprimorar o processo de
regeneracado nervosa periférica com vistas a recuperacdo funcional mais
precoce. Entre eles destacam-se os recursos farmacolégicos, utilizando o &cido
alfa-lipoico (AZIZI et al., 2015; DEMIR et al., 2014; TURAMANLAR et al., 2015),
0 acido hialurénico (BARRREIROS et al., 2014; PARK et al., 2011a; SMIT et
al., 2004), entre outros, além de recursos fisicos, como a estimulacdo elétrica
(MENDONCA; BARBIERI; MAZZER, 2003; OLIVEIRA et al., 2008; TEODORI
et al, 2011a), ultrassom (CAMARA et al., 2011; MOHAMMED; AL-
MUSTAFAWI; KAKA, 2007; MONTE-RASO et al.,, 2006), laser de baixa

intensidade (BUCHAIM et al., 2015; REIS et al.,, 2008; ROSA JUNIOR et al.,
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2016; SILVA-COUTO et al., 2012) e exercicios fisicos (OLIVEIRA et al., 2008;
SOBRAL et al., 2008; TEODORI et al., 2011b).

O acido alfa-lipéico (AL) € um micronutriente com propriedades
neuroprotetoras e antioxidantes, utilizado no tratamento das doengas de
Alzheimer e Parkinson, dos distarbios da dor, da polineuropatia diabética e das
neuropatias (WANG et al.,, 2011). Atua no suporte metabdlico as células
nervosas, modulando a liberacdo de citocinas neurotréficas, reduzindo o
processo inflamatorio e aprimorando o funcionamento das fibras nervosas,
além de inibir a degeneracdo retrégrada, promovendo a neuroprotecdo e
neurorregeneracao (ZIEGLER, 2004).

Varios estudos demonstraram que o AL pode diminuir lesdes por
isquemia-reperfusdo no cortex cerebral (PACKER; TRITSCHLER; WESSEL,
1997), coracdo (FREISLEBEN, 2000) e nos nervos periféricos (MITSUI et al.,
1999). Além disso, Senoglu et al. (2009) mostraram que a administracdo
intraperitoneal do AL apds axoniotmese do nervo isquiatico reduziu as espécies
reativas de oxigénio, favorecendo a regeneracdo nervosa. Também tem sido
atribuido ao AL o aumento da atividade da proteina quinase ativada pela
adenosina monofosfato (AMPK) em musculos esqueléticos de ratos obesos
propensos a diabetes, acompanhado por melhora do metabolismo da glicose e
oxidacao de &cidos graxos (LEE et al., 2005; SHEN et al., 2007).

Fares et al. (2013) apontam que a metaloproteinase 2 (MMP-2) parece
funcionar como regulador sobre do processo inflamatério, pois gera aumento
das citocinas anti-inflamatoérias e diminuicdo das citocinas inflamatorias, assim
como, niveis seéricos de metaloproteinase 9 (MMP-9) -correlacionam-se

positivamente com o0s niveis séricos das citocinas inflamatorias, indicando
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comportamentos opostos entre a MMP-2 e MMP-9. Segundo Alleva et al.
(2008), o AL promove uma inducgéo seletiva de MMP-2 e inibicdo da MMP-9,
induzindo a migragdo celular, e minimizando os eventos inflamatérios
associados.

Uma dieta contendo AL poderia contribuir para uma recuperagédo melhor
sucedida de lesdes nervosas periféricas. As fontes alimentares que possuem
em sua constituicdo o acido alfa-lipoico na forma de lipolisina séo: espinafre,
brocolis, tomate, além do rim, coracdo e figado de animais (GHIBU et al.,
20009).

Outro recurso terapéutico que tem sido utilizado para favorecer o
processo de regeneracdo nervosa periférica € o acido hialurénico (HA), um
componente natural da matriz extracelular que, juntamente com a matriz de
fibrina-hialuronato, desempenha importante papel na recuperacdo de lesdes,
reduzindo a cicatriz perineural, & aderéncia pos-operatdria e favorecendo a
regeneracao axonal em nervos periféricos (SCHIMIZZI et al., 2006; SECKEL et
al., 1995).

Carboximetilcelulose (CMC) é um polissacarideo biocompativel que age
como uma barreira fisica, podendo reduzir a aderéncia no nervo periférico apos
lesdo. Seu efeito na reducdo da fibrose epidural apds cirurgia espinhal foi
relatado por Isik et al. (1999) e por Rodgers et al. (2003).

Os agentes anti-aderéncia sao disponiveis em varias formas
farmacéuticas, variando de acordo com as suas caracteristicas fisicas: liquido,
gel ou membrana. Os produtos que conttm o componente HA-CMC se

apresentam na forma de membrana ou solugéo.
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O HA-CMC em sua forma de membrana é comercialmente disponivel
como Seprafilm (Genzyme, Cambridge MA, EUA). A comprovacédo da eficicia
do Seprafilm na prevencdo da aderéncia pdés-cirdrgica na regido abdominal
levou ao uso generalizado dessa membrana no campo experimental e clinico
(BECK et al., 2003). Entretanto, poucos relatos sobre a utilizagcdo da membrana
HA-CMC para a prevencao de aderéncia no nervo periférico foram identificados
(ADANALI et al., 2003; AGENOR et al., 2017; MAGILL et al., 2009), uma vez
que esta membrana é relativamente rigida em relacdo aos nervos, o que
confere algumas restricbes fisicas na sua utilizacdo para o reparo de lesdo
nervosa (PARK et al., 2011b).

Adanali et al. (2003) em um estudo utilizando coelhos jovens submetidos
a transeccao do nervo isquiatico, observaram que uma associacao entre HA e
CMC na forma de membrana envolvendo externamente o nervo lesado foi
efetiva para reduzir a aderéncia aos tecidos vizinhos durante a regeneragao,
havendo evidente reducéo da fibrose intra e extraneural.

Magill et al. (2009) avaliaram ratos adultos submetidos a seccdo do
nervo isquiatico e observaram que uma associagao entre HA e CMC, na forma
de membrana envolvendo externamente o nervo lesado, foi efetivo para reduzir
o tecido cicatricial perineural.

Agenor et al. (2017) avaliaram o efeito de uma associagéo entre HA e
CMC administrada no interior de tubos de silicone utilizados como ponte entre
0S cotos nervosos secionados do nervo isquiatico de ratos, observando inibicéo
de crescimento axonal quando o HA-CMC entrava em contato direto com o

segmento nervoso lesado.
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Yamamoto et al. (2010) justificam que a associagdo entre HA e CMC
permite um retardo na absorcéo do HA, o que prolonga a duracao do seu efeito
anti-aderéncia.

Recentemente, uma solugcdo de HA-CMC foi desenvolvida (Guardix-sol;
Biorane, Seoul, Coréia), quimicamente idéntica & membrana HA-CMC, porém
mais apropriada e de fécil aplicabilidade a um nervo periférico, ndo havendo
restricdes para seu uso relacionadas a forma ou extensao da lesdo (LEW et al.,
2010).

Tem sido atribuido ao HA e suas derivacdes a reducéo da formacédo de
tecido cicatricial resultante de processos cirtrgicos no nervo (MAGILL et al.,
20009).

O HA estimula a producéo de interleucina 1 (IL-1) (HIRO et al., 1986),
uma citocina derivada de macrofagos e mondcitos, que estimula a proliferacéo
e maturacdo de linfocitos (GERY; GERSHON; WAKSMAN, 1972; LIPSKY et
al., 1983), induz febre (DINARELLO; WOLFF, 1982), estimula a proliferacdo de
fibroblastos (SCHMIDT et al., 1982) e a acelera a reabsor¢éo de proteoglicanos
(SAKLATVALA; SARSFIELD; PILSWORTH, 1983). Além disso, estimula a
producéo de colagenase (DAYER et al., 1977) e a sintese dos proteoglicanos
(BOCQUET et al.,, 1986) e deprime a sintese de colageno (GOWEN et al.,
1984; PUJOL et al., 1984) em células sinoviais e condrdcitos articulares, sendo
essas acdes relacionadas ao processo destrutivo da sindvia no quadro da
artrite reumatoide.

Em mondcitos e macrofagos, a biossintese de interleucina 6 (IL-6) pode
ser estimulada especialmente por toxina bacteriana, mas ha producéo de IL-6 a

partir de mondcitos periféricos apds estimulacdo por IL-1. Em fibroblastos e
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células endoteliais, as citocinas enddgenas IL-1 e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), desempenham um papel importante na producédo de IL-6, agindo
através de dois sistemas de segundo-mensageiro: proteina quinase C e AMPc
(adenosina monofosfato ciclico). Entdo, a IL-1 e o TNF-a seriam responsaveis
pela amplificacdo dos efeitos bioldgicos de IL-6 (SEHGAL; WALTHER; TAMM,
1987; SHALABY et al., 1989; TOSATO; JONES, 1990; ZHANG et al., 1988).

O HA e seus derivados tem o efeito de otimizar a matrix extracelular
(ADANALI et al., 2003; MAGILL et al., 2009). HA regula a motilidade dos
leucécitos, a aderéncia e a fagocitose, e entdo ele suprime a formacao de
cicatriz causada pelo processo de infiltracdo de células inflamatérias para o
tecido lesado (GOLDBERG; TOOLE, 1987). O revestimento do campo cirdrgico
com HA desde o inicio ao final da cirurgia pode reduzir a formacéo de cicatriz
(IKEDA et al., 2003).

GAGO et al. (2003) observaram que a membrana de HA-CMC néo
afetou a expressdo do fator de transformacdo de crescimento beta 1, do
colageno tipo 1, da matriz de metaloproteinase 1 (MMP-1) e MMP-2, do inibidor
de da MMP-1 tecidual , e do ativador do plasminogénio tecidual (tPA), mas que
age como uma barreira fisica contra a aderéncia aos tecidos vizinhos.

Diante do exposto e considerando que: a) o HA-CMC promove a
reducdo da aderéncia dos tecidos adjacentes ao nervo, além de reduzir da
formacao de tecido cicatricial resultante de processos cirargicos em nervos de
ratos (PARK et al., 2011b); b) que o AL possui um efeito neuroprotetor, além de
favorecer o fluxo sanguineo neural, a condugcdo do impulso nervoso e a
neurorregeneracdo (ZIEGLER, 2004); c) que até o momento nao foram

identificados relatos sobre a utilizacdo da solucédo de HA-CMC associada ao AL
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no tratamento da les@o nervosa do tipo neurotmese; a hipétese deste estudo é
que AL e o HA-CMC, assim como a associacao entre ambos, poderia favorecer
a regeneracdo nervosa e a recuperacao funcional em ratos submetidos a

neurotmese.
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2. OBJETIVOS

Geral
Avaliar o efeito da associacdo entre 4cido hialurdnico
carboximetilcelulose (HA-CMC) e &cido alfa lipdico (AL) sobre a regeneracgéo

nervosa e recuperacgéao funcional ap6s autoenxerto de nervo em ratos.

Especificos
Avaliar as caracteristicas quantitativas, morfométricas e funcionais do

nervo isquiatico regenerado, considerando:

e 0 numero de axoénios,

e 0 didmetro dos axonios,

e o0 diametro das fibras nervosas,

e a espessura das bainhas de mielina,

e arazao G,

e adensidade de area do tecido conjuntivo neural,

e amassa muscular,

e afuncionalidade para a marcha.



36

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Metodista de Piracicaba — UNIMEP, sob protocolo n°

02/16 (Anexo 1).

3.2 Grupos Experimentais

Trinta ratos da linhagem Wistar, com idade entre 6 e 7 semanas e
massa corporal média de 179.88 + 23,92 g, foram selecionados para o estudo
e mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude — Universidade
Metodista de Piracicaba (FACIS-UNIMEP) em gaiolas coletivas de polietileno (4
a 6 animais por gaiola), com ventilacdo adequada, ciclo automatico de
iluminacao claro/escuro de 12 horas e livre acesso a agua e racao peletizada.
Os animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos (n = 6), conforme

mostra o quadro 1:



Quadro 1: Descricdo dos grupos experimentais e procedimentos.
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GRUPO SIGLA DESCRICAO
CONTROLE C sem qualquer intervencéo
LESAO L seccao do nervo isquiatico + autoenxerto
de nervo

LESAO + ACIDO LIPOICO LL seccdo do nervo isquiatico + autoenxerto
de nervo + administracdo de &cido lipoico
LESAO + ACIDO LH seccao do nervo isquiatico + autoenxerto
HIALURONICO de nervo + aplicacdo de acido hialurénico
LESAO + ACIDO LIPOICO + | LLH seccdo do nervo isquiatico + autoenxerto

ACIDO HIALURONICO

de nervo + administragéo de &cido lipodico

+ aplicacao de &cido hialurénico

3.3 Anélise Funcional da Marcha

Os animais foram treinados a caminhar no dispositivo utilizado para

andlise funcional da marcha (DE MEDINACELLI; FREED; WYATT, 1982) e,

para o registro das pegadas, o animal foi colocado em um corredor com

dimensdes 42 x 8,2 cm, com acesso a uma caixa escura, onde foi colocada

uma tira de papel sulfite A4 branco para registro das pegadas. Para isso, as

patas pélvicas dos animais foram marcadas com tinta de impresséo digital e o

animal posicionado no inicio do corredor, por onde caminha em direcdo ao

ambiente escuro, deixando impressas as faces plantares das patas normal e

experimental (DE MEDINACELLI; FREED; WYATT, 1982; VAREJAO et al.,

2004).
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Figura 1. Parametros para mensuracdo das
pegadas. PL: (print length); ITS: intermediate toes
spread; TS: toe spread. Fonte: Varejao et al.
(2004).

O registro das impressdes plantares foi realizado no periodo pré-
operatorio em todos 0s grupos experimentais e utilizado como parametro inicial
para comparacdo e avaliacdo dos registros pos-operatérios (PO) que foram
obtidos no 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49° e 56° dias PO, de acordo com o grupo
experimental.

Para o célculo do Indice Funcional do Ciatico (IFC) foi utilizado um
paquimetro digital (MITUTOYO®), registrando-se a distancia entre a
extremidade do terceiro dedo e o calcaneo - Comprimento da Pegada (PL); a
distancia entre o primeiro e 0 quinto dedo - Largura da Pegada (TS) e a
distancia entre o segundo e quarto dedo - Largura Intermediaria da Pegada (IT)
das patas experimental (E) e normal (N), como sugerido por Bain, Mackinnon e

Hunter (1989) e Varejao et al. (2004), conforme mostra a figura 1.
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Os valores encontrados foram organizados na férmula definida por Bain,

Mackinnon e Hunter (1989):

SFI= - 38.3 (EPL-NPL) + 109.5 (ETS-NTS) + 13.3 (EIT-NIT) - 8.8
NPL NTS NIT
Os dados obtidos expressam a perda funcional em termos percentuais,
sendo que valores entre 0 e -20 representam funcdo normal ou auséncia de
disfuncéo e entre -21 e -100, perda da funcao, sendo que, qguanto mais proximo
de -100 (menos cem), maior a disfungdo (BAIN; MACKINNON; HUNTER,

1989).

3.4 Procedimento para lesdo nervosa

Previamente a desnervacao, os animais foram pesados e anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL) e cloridrato de
xilazina (2 g/100 mL), na proporcao de 3:2, em dose de 0,09 mL/100 g de peso
corporal e 0,06 mL/100 g de massa corporal, respectivamente.

Apdés anestesia, 0os animais foram posicionados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia e assepsia da regido glutea esquerda. A seguir, uma
incisdo cirdrgica de aproximadamente 2 cm foi realizada sobre a pele
acompanhando-se o trajeto de projecdo do nervo isquiatico. Os planos cutaneo
e muscular foram afastados, permitindo a exposi¢éo e 0 acesso ao nervo.

Sob microscépio cirlirgico (DF Vasconcelos®) o nervo isquiatico foi
cuidadosamente separado do tecido conjuntivo adjacente utilizando-se uma

tesoura microcirdrgica (Roca®) e um bastdo de vidro com ponta curva.
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Uma fita de papel milimetrado foi posicionada paralelamente ao nervo

para mensurar e padronizar o comprimento do fragmento nervoso (8 mm). Uma
importante consideracdo metodoldgica sobre autoenxerto de nervo em ratos é
o comprimento maximo do defeito do nervo isquiatico, que deve ser limitado a
1,5 cm (GEUNA, 2015). Portanto, neste estudo o tamanho do gap no nervo, e
consequentemente, do autoenxerto, respeitou a maioria dos trabalhos
cientificos que utilizam o rato como modelo experimental (CHEN; YU,
STRICKLAND, 2007; MAURICIO et al., 2011) e consideram um gap de 8 a 10
mm no nervo isquiatico para implante, pois segundo Amado et al. (2010) e Gu
et al. (2011), o uso de envoltérios neurais sem incorporacdo de fatores de
crescimento para reparar defeitos do nervo isquiatico de ratos tem possibilitado
recuperacdo morfoldgica e funcional apenas quando o gap tem até 10 mm.
Em seguida, o nervo isquiatico foi seccionado com tesoura microcirargica
(Roca®). Nos grupos L, LL, LH e LLH, o fragmento seccionado foi invertido a
180° e imediatamente fixado aos cotos nervosos proximal e distal por dois
pontos de sutura epineural em cada extremidade, com fio monofilamento nylon
10-0 Dermalon®. Foram mantidos 180° de distancia entre cada ponto de sutura,
para garantir o adequado acoplamento entre os cotos e 0 enxerto. A
manipulagdo dos segmentos nervosos e do fragmento do enxerto foi delicada
para evitar tensao ao nervo.

ApGs este procedimento os planos muscular e cutaneo foram suturados
com fio de algoddo 6-0 Ethicon® e foi administrado 4 pL de analgésico dipirona
sédica 500 mg/mL (via oral) e PVP (Povidine) — | 10% (uso topico) no local da
incisdo, a cada 12 horas, no primeiro e segundo dia pds-operatorio, quando 0s

animais estavam alocados em gaiolas individuais.
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Considerando que a interacdo entre os animais é uma forma de estimulo
a atividade motora, a partir do 3° dia da leséo, todos os animais foram alocados
em grupos de 4 a 6, de acordo com 0 grupo experimental, em gaiola grande,
onde permaneceram até completar 8 semanas, quando os nervos foram
coletados para andlise. O mesmo procedimento foi adotado para os animais do

grupo C, ndo submetidos a lesao nervosa.

3.5 Administragao do acido a-lipoico

Foi administrada uma solucdo de AL numa concentracdo de 100
mg/kg/dia nos grupos LL e LLH, por via orogastrica, utilizando-se uma seringa
de 5 mL acoplada a uma sonda de Gavagem IC 810 de acgo inox BD-12,
didmetro da canula de 1,2 mm, com esfera 2,3 mm, raio de 40 mm e
comprimento de 54 mm. A aplicacao teve inicio 24 horas apds a lesédo nervosa
e foi realizada diariamente, durante 8 semanas, realizada no periodo da manha

entre 8 e 10 horas.

3.6 Aplicacdo do &cido hialurdénico-carboximetilcelulose
Nos grupos LH e LLH foi administrado 0,2 mL de solugdo HA-CMC ao
redor do nervo, incluindo o local de reparo, segundo protocolo definido por Park

et al. (2011b).

3.7 Coleta do Material
Transcorrido o tempo previsto para o experimento (56 dias), os animais
foram pesados e anestesiados da mesma forma que para a cirurgia de leséo

nervosa.
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O nervo isquiatico esquerdo foi exposto cirurgicamente e fixado in situ a
4°C durante 10 minutos com fixador de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965)
modificado, contendo 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em
tampdo cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7.3. Em seguida, as por¢cdes
correspondentes a regido distal a leséo foram retiradas e mantidas em solugéo
fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pdés-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%
em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.3 por duas horas, imersas em
uranila 5% durante 24 horas, para coloracdo em bloco, desidratadas em
solucdes crescentes (30% a 100%) de acetona e incluidas em resina Araldite
502 (Electron Microscopy Sciences®).

Foram obtidos cortes transversais de 1 um com navalha de vidro, em
ultramicrotomo LKB, os quais foram corados com Azul de Toluidina a 1%, em
solucdo aquosa de borax a 1%, para microscopia de luz.

Ap6s a coleta dos nervos, os animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical.

3.8 Analise dos Dados
Para analise dos dados morfométricos e funcionais, o pesquisador foi
cegado, ndo tendo conhecimento do grupo ao qual pertenciam as laminas

histoldgicas, assim como as pegadas registradas para o teste funcional.

3.8.1 Anélise Morfométrica do Nervo Isquiatico
A analise morfométrica foi realizada a partir de cortes transversais da

regido distal a lesdo nervosa nos animais dos grupos L, LL, LH e LLH, bem
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como do segmento correspondente nos animais do grupo C, em microscépico
de luz Olympus® - BX 41-BF, acoplado a uma camera de video Infinity Lite®.

As imagens foram transferidas para um computador, que contém o
software Image-Pro Plus 6.2 — Media Cybernetics®, para se obter o nimero de
axbnios e o diametro das fibras nervosas e dos axonios, a partir dos quais
foram calculadas a espessura das bainhas de mielina e a razéo G.

O sistema foi calibrado para obtencdo de medidas na unidade de
micrébmetros (um), com o auxilio de uma lamina de calibracdo micrometrada
ZEISS 5+100/200 mm.

Foi analisado um corte por animal em cada grupo, do qual foram obtidas
imagens em objetiva de 10 x, para a observacao de todo o nervo e em objetiva
de 100 x, para a selegédo dos campos para amostra. A amostra consistiu de 5
campos aleatoriamente definidos em cada corte, sendo possivel normalizar e
congelar as imagens para analise morfométrica.

As medidas foram realizadas de forma semi-automética, sendo cada
fibra nervosa mielinica e axénio contornados pelo mouse para obter os valores
(em micrémetros) referentes ao diametro das fibras e diametro dos axonios,
respectivamente. Esses valores foram transferidos para o Excel, constituindo
uma lista de dados.

A seguir, sdo apresentadas as formulas utilizadas para calcular o
didmetro médio dos axbnios, diametro médio das fibras, espessura média da

bainha de mielina e razédo G, respectivamente:

Y diAmetro axonios

Didmetro médio axonios = S —
N~ axonios
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Y didmetro fibras
N° fibras

Didmetro médio fibras =

diametro da fibra — diAmetro do ax6nio
2

Espessura da bainha mielina =

diametro do ax6nio (média)

Razio G =
azdo G didmetro da fibra (média)

3.8.2 Andlise do Nimero de Axbnios

O numero total de axbnios em cada nervo foi calculado a partir da
somatoria do numero obtido nos 5 campos, em objetiva de 100x. Para isso, foi
estabelecida a proporcdo entre este valor e a area total do nervo, obtida em
objetiva de 10x. As formulas a seguir mostram como foram calculados a
porcentagem da amostra e o numero total de axénios em cada nervo (onde *

corresponde a multiplicacéo), respectivamente (SANTO NETO et al., 1998):

Y. area dos campos
amostra (%) = - * 100
Y 4rea do nervo

N° axodnios
2 100

N° total de axdnios = *
amostra (%)

3.9 Andlise da Densidade de Area de Tecido Conjuntivo do Nervo
Isquiatico
A densidade relativa de area do tecido conjuntivo neural foi determinada

utilizando-se um microscoépio de luz BX 41 (Nikon®) acoplado a uma camera
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Infinity Lite (Lumenera®) que captura as imagens e envia para um sistema de
andlise de imagens (Image Pro6 Plus 6.2 - Media Cybernetics®).

Para obtencdo da densidade da area de tecido conjuntivo, foram
considerados 5 campos aleatoriamente definidos nas laminas histologicas para
cada animal de cada grupo, em ampliagdo de 1000 x, totalizando 30 campos
por grupo experimental. Foi realizada uma planimetria por contagem de pontos,
onde se aplicou uma mascara reticulada com 29 linhas verticais e 39 linhas
horizontais, contendo 1131 intersecc¢des de reta.

O numero de interseccbes de retas que incidiram sobre o tecido
conjuntivo nos nervos analisados foi registrado e, em seguida, dividiu-se o
namero de intersec¢Bes que incidiram sobre o tecido conjuntivo pelo nimero
total de interseccbes. Apds encontrar o valor referente em todos os 5 campos
de cada animal, somou-se esses 5 valores, e 0 resultado dessa soma foi
multiplicado por 5, considerando que a amostra analisada correspondeu a 5%
da é&rea total do nervo, resultando na densidade relativa de area de tecido

conjuntivo (em porcentagem).

3.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do INSTAT - Graphpad
Software — Versao 3 (2000) Inc — San Diego, California, USA.

Adotou-se o nivel de significancia a < 0,05. Assim, foram considerados
significativos os parametros e/ou fungdes lineares de seus niveis, tais que p <
0,05.

Todos os procedimentos inferenciais, isto €, os testes de hipdteses e as

estimativas por intervalo (intervalos de confianca), foram precedidos por testes
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de homogeneidade de variancias (Levene) e de normalidade (Shapiro-Wilk),
que também possibilitaram a escolha entre procedimentos paramétricos e ndo
parametricos.

Todas as variaveis atenderam as pressuposi¢cdes de normalidade e
homogeneidade de variancias e, portanto, foram adotados os métodos da
estatistica paramétrica: andlise de variancia (ANOVA One - Way) e posterior

comparacao multipla de médias de grupos por meio do teste de Tukey HSD.



4. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os valores médios e respectivos desvios padrées da

massa corporal dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Tabela 1: Valores de média + DP da massa corporal dos animais dos grupos
Controle (C), Lesado (L), Lesado + Lipdico (LL), Lesado + Hialurénico
(LH) e Lesado + Lipdico + Hialurénico (LLH), antes (Pré) e apos (PG6s) o

periodo de tratamento.

Grupos Massa Corporal Pré (g) Massa Corporal Pos (Q)
C 166.22 + 7.56 380.02 £ 27.67 *
L 196.46 £ 17.49 405.41 + 39.17 *
LL 185.39 + 41.19 356.98 £ 59.35 *
LH 178.74 £ 12.87 368.30 + 18.60 *
LLH 172.59 £+ 20.92 339.66 + 32.18 *

(*) Difere do respectivo Pré.

Todos 0s grupos apresentaram um aumento significativo de massa

corporal ao longo do experimento (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa

entre os grupos (p>0,05) antes ou apds o periodo de tratamento.

A Tabela 2 mostra os valores médios e respectivos desvios padrdes do

peso do musculo séleo dos animais dos diferentes grupos experimentais ao

término do periodo de tratamento.
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Tabela 2: Valores de média + DP da massa do muisculo séleo dos animais dos
grupos Controle (C), Lesado (L), Lesado + Lip6ico (LL), Lesado +
Hialurénico (LH) e Lesado + Lipoico + Hialurdnico (LLH).

Grupos Massa musculo Séleo (9)
C 0.13+0.01
L 0.09+0.01*
LL 0.04 £ 0.01 *t
LH 0.06 £ 0.02 *t
LLH 0.05+0.01 *t

(*) Difere do C; (1) Difere do L.

Os animais de todos os grupos lesados apresentaram reducao da massa
do musculo s6leo em relagdo ao grupo controle apds 56 dias da leséo (p<0,05).
A massa do muasculo so6leo nos grupos LL, LH, LLH foi significativamente

menor que no grupo L (p<0,05).

4.1 indice Funcional do Ciatico (IFC)

Para o IFC a analise de variancia foi realizada considerando-se, além do
fator intergrupos, o fator intragrupos, com o objetivo de verificar a existéncia de
interacdo entre eles, buscando investigar a possivel ocorréncia de

comportamentos diferentes no decorrer do tempo, de acordo com o grupo.

4.1.1 Analise do IFC
A Tabela 3 mostra os valores médios do e respectivos desvios padrbes
do IFC nos diferentes grupos experimentais e nos diferentes tempos da

avaliagdo funcional da marcha.
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Tabela 3: Valores de média + DP do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos grupos
Lesado (L), Lesado + Lipdico (LL), Lesado + Hialurdnico (LH), e Lesado +
Lipdico + Hialurénico (LLH) nos diferentes tempos de analise. PO = Pdés

operatorio.
Periodo de Grupos

Anédlise

(dias) L LL LH LLH

Pré -5.21+10.81 -7.31+8.14 -10.40 + 13.63 -5.87 £9.05

7° PO -82.10 + 10.38* -76.48 £ 9.19* -72.47 + 12.25* -80.59 + 6.51*
14° PO -92.46 + 7.20% -81.96 + 6.52*f -84.28 +2.01*t  -93.50 £ 4.80*ft£
21° PO -93.81 + 7.59* -87.43 + 6.60* -92.31 £ 7.88*¢ -89.02 + 5.65*
28° PO -87.28 £ 6.37* -88.40 + 9.88* -92.41 £ 7.19*¢ -88.26 + 3.08*
35° PO -80.12 £ 11.91* -72.48 £ 10.88*§ -82.91 + 4.97* -83.46 + 2.60*
42° PO -84.42 + 24.34* -69.53 £ 11.45*#8 -84.50 + 16.21* -81.66 + 7.80*€
49° PO -73.01 £ 22.99*# -70.90 £ 6.09*#8 -81.51 + 8.66* -84.07 £ 9.00*
56° PO -69.13 + 12.74*€# -73.25 £ 9.81* -72.51 £ 16.99*#8 -83.39 + 3.14*

Intragrupos: (*) Difere do respectivo Pré-operatoério; (1) Difere do respectivo 7°PO; (€)
Difere do respectivo 14°PO; (#) Difere do respectivo 21°PO; (8) Difere do respectivo
28°PO.

Intergrupos: (1) Difere do L14°PO; (£) Difere do LH14°PO e do LL14°PO.

No periodo pré-operatério todos 0s grupos apresentaram valores entre 0
e -20, indicando funcdo normal. Porém, estes valores diminuiram a partir do 7°
dia pos-operatério (PO) (p<0,0001), o que representa uma perda funcional
consequente a lesdo nervosa.

Uma analise intragrupos mostrou que o grupo L apresentou valores
menos negativos de IFC no 56° em comparacdo ao 14° PO, assim como
aconteceu com 0 49° e 56° quando comparado com o 21° PO (p<0,0001). O
grupo LL apresentou valores menos negativos de IFC no 42° e 49° em
comparacao ao 21° PO, se comportando da mesma forma nos 35° 42° 49° em

relacdo ao seu respectivo 28° PO (p<0,001).
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O grupo LH apresentou valores mais negativos de IFC no 21° e 28° PO
quando comparado ao 7° PO, no 56° PO o IFC foi menos negativo que nos
respectivos 21° e 28° PO (p<0,0001). O grupo LLH apresentou valores mais
negativos de IFC no 14° em comparacao ao 7° PO. No 42° PO o IFC foi menos
negativo que no 14° PO (p<0,0001).

Uma analise intergrupos mostrou que os grupos LL, LH apresentaram
valores de IFC menos negativos que o grupo L no 14° PO e que o LLH
apresentou valores mais negativos que os demais grupos lesados no mesmo

periodo (p<0,0009).
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4.2 Analise histolégica

Na figura 3 observam-se as caracteristicas histolégicas do nervo

isquidtico nos diferentes grupos experimentais.

Figura 3: Micrografia em corte transversal do nervo isquiatico dos animais dos
grupos: Controle (C), Lesado (L), Lesado + Lip6ico (LL), Lesado +
Hialurénico (LH) e Lesado + Lipoico + Hialurénico (LLH) nos diferentes
tempos de andlise. Barra = 10 um.
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Os nervos do grupo controle apresentaram caracteristicas histologicas
de nervos normais, incluindo o diametro dos axonios, o diametro das fibras
nervosas e a espessura das bainhas de mielina, assim como a area de tecido
conjuntivo. Nos grupos L, LL, LH, LLH o didametro dos axdnios e das fibras
nervosas e a espessura das bainhas de mielina aparentam ser menores que no
grupo controle, enquanto a area de tecido conjuntivo aparenta ser maior. As

diferencas quantitativas serédo apresentadas na analise morfométrica.

4.3 Analise Morfométrica
A tabela 4 apresenta os valores médios e respectivos desvios padrbes
do numero de axonios, diametro dos axonios, diametro das fibras nervosas,

espessura da bainha de mielina e razéo G.

Tabela 4: Valores médios + DP do numero de axdnios, diametro dos axbnios (&
Axdnio), diametro das fibras (e Fibra), espessura das bainhas de mielina
e razdo G, nos grupos Controle (C), Lesado (L), Lesado + Hialurénico
(LH), Lesado + Lipdico (LL) e Lesado + Lipdico + Hialurdnico (LLH).

Grupos N° Axdnios & AxOnios e Fibras Espessura Razédo G
Mielina
C 8050 + 1613 7.70+0.84 11.25+£0.77 1.77+£0.13 0.68 + 0.03
L 13393 + 3921 293+£0.17* 5.00 £ 0.25* 1.03 £ 0.16* 0.58 £ 0.05*
LL 12313 £+ 3966 2.81+£0.22% 5.00 £ 0.31* 1.09 £ 0.08* 0.56 £ 0.02*
LH 14790 + 325* 2.77 £ 0.30* 4.79 = 0.26* 1.00 £ 0.09* 0.57 £ 0.04*
LLH 14430 + 4001* 3.06 £ 0.33* 5.15 + 0.40* 1.04 £0.17* 0.59 £ 0.05*

(*) Difere do C.

O numero de axbnios nos grupos lesados nota-se que 0S grupos

submetidos a tratamento com HA-CMC apresentaram numero de ax6nios
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significativamente maior em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Entre os
grupos lesados ndo houve diferenca no nimero de axénios (p>0,05).

Os diametros de axonios de todos os grupos lesados foram menores
gue os achados no grupo controle (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos. O mesmo resultado foi observado em relacéo
aos didmetros das fibras nervosas e a espessura das bainhas de mielina
(p<0,05).

Quanto aos valores de razdo G, apesar das diferencas apontadas na
tabela 3, todos os grupos apresentam valores entre 0,5 e 0,7, considerados

normais de acordo com Ansselin, Fink e Davey (1997).

4.4 Planimetria do tecido conjuntivo
A tabela 5 apresenta os valores médios e respectivos desvios padroes
da densidade de area de tecido conjuntivo dos animais nos diferentes grupos

experimentais.

Tabela 5: Valores médios + DP da densidade da area de tecido conjuntivo nos grupos
Controle (C), Lesado (L), Lesado + Lipodico (LL), Lesado + Hialurbnico (LH) e
Lesado + Lipéico + Hialurénico (LLH).

Grupos Densidade de Area de Tecido conjuntivo (%)
C 8.37£0.73
L 15.84 + 2.06 *
LL 1551 +2.62*
LH 16.74 +£1.78 *
LLH 14.95+2.48 *

(*) Difere do C.
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N&o houve diferenca significativa na densidade de area de tecido
conjuntivo entre os grupos lesados (p>0,05). Entretanto, todos o0s grupos
lesados apresentaram densidade de area de tecido conjuntivo maior quando
comparados com o grupo controle (p<0,05). Entre os diferentes tratamentos

apos a lesdo ndo se observou diferenca significativa (p>0,05).
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5. DISCUSSAO

A hipétese de que o AL e o HA-CMC, assim como a associagdo entre
ambos, poderia favorecer a regeneracao nervosa e a recuperacao funcional em
ratos submetidos & neurotmese se baseia no fato de que a cicatrizacéo intra e
extraneural compromete a recuperacdo apds neurotmese (KOOPMANS;
HASSE; SINIS, 2009; McDONALD et al., 2006; NGEOW et al., 2011; PARK et
al., 2011b) e, portanto, a utilizacdo de um agente farmacoldgico capaz de
reduzir a formacao de cicatriz pos-operatéria, como o HA-CMC (PARK et al.,
2011a), atuando como uma barreira fisica anti-aderéncia (SIKKINK;
ZEEBREGTS; REIJNEN, 2007), associado a outro agente farmacolégico com
papel neuroprotetor, como o AL (ZIEGLER, 2004), poderia favorecer a
regeneracao nervosa e recuperacao funcional.

Os resultados mostraram que o tratamento com o HA-CMC, com AL, ou
com ambos, nao foi efetivo para estimular a regeneracdo nervosa e a
recuperacao funcional apés neurotmese em ratos, assim como para evitar a
perda de massa muscular consequente a desnervacgao.

A recuperacao funcional ap6s neurotmese tem evoluido lentamente
desde o desenvolvimento de técnicas de reparo microcirdrgico ha mais de 50
anos, a partir do advento do microscopio cirargico. Ao longo do tempo, apenas
um pequeno refinamento de técnicas cirdrgicas tem ocorrido. No entanto, até
os dias atuais, para muitos pacientes a recuperacdo € incompleta e eles
desenvolvem invalidez ao longo da vida. O reparo direto do nervo (neurorrafia)
produz os melhores resultados e, quando ha necessidade de insercdo de um

material para servir como ponte entre os cotos do nervo lesado, o0s
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autoenxertos de nervo ainda sdo considerados o tratamento padrédo-ouro
(GRINSELL; KEATING, 2014; LUNDBORG, 2000).

O procedimento de reparo utilizado neste estudo foi o autoenxerto de
nervo. Entretanto, segundo Park et al. (2011b), a presenca de cicatriz intra e
extraneural comprometem a recuperacdo da lesdo, pois o tecido conjuntivo
adjacente pode causar uma compressao ou mesmo restricdo sobre o0 nervo,
podendo gerar tracdo e compressao dos vasos intraneurais, favorecendo um
quadro isquémico no nervo. Além disso, a presenca de cicatriz no leito nervoso
pode gerar lesdes por compressao cronica (dos axonios regenerados) e perda
do deslizamento normal do nervo (MAGILL et al., 2009).

Do ponto de vista intraneural, a barreira mecéanica ao crescimento axonal
compromete a conducgédo nervosa (KOOPMANS; HASSE; SINIS, 2009; PARK
et al., 2011b), o que reflete diretamente na recuperacgéo funcional.

A administracdo de HA-CMC na forma de membrana ou de solugdo tem
sido praticada em determinados procedimentos cirdrgicos com sucesso, como
em cirurgia endoscépica de seios da face (KIM et al., 2007), cirurgias
abdominais, pélvicas, cirurgias de tend6es da méao e cirurgias espinhais (PARK
et al., 2011b). Em lesBes de nervos periféricos, 0s poucos estudos encontrados
serdo discutidos a seguir, entretanto, alguns utilizam o HA-CMC na forma de
membrana e outros na forma de solucdo. A solucdo de HA-CMC é mais
adequada que na forma de membrana, pois segundo Park et al. (2011b), a
membrana é um filme sdélido muito rigido em relacdo ao nervo, enquanto na
forma de solucdo, que é altamente viscosa, o HA-CMC adere aos tecidos e,
apos varios dias, € hidrolisado, absorvido e sofre excrecéo renal (PARK et al.,

2011a).
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Ozgenel (2003) avaliou o efeito da administracdo topica de acido
hialurénico por meio de uma esponja de gelatina embebida com 0.3 mL de HA
(Orthovisc), sobre a cicatrizacdo e regeneracdo do nervo isquidtico em ratos
apos 4 e 12 semanas da seccédo e sutura direta dos cotos. Um grupo de ratos
recebeu uma solugdo salina de 0,3 mL (Controle) e o outro recebeu uma
solugcéo de 0,3 mL de HA (Lesado). Metade de dos nervos foram coletados
apos 4 semanas, e a outra metade apds 12 semanas de pdOs-operatorio, em
ambos os grupos. A funcionalidade para a marcha apresentou melhora
significativa nas 10 e 12 semanas poOs-operatérias nos grupos tratados com
HA. A espessura da cicatriz perineural foi significativamente reduzida nos
grupos tratados nas 4 e 12 semanas (p<0,05), enquanto os diametros das
fibras nervosas e dos axdnios foram significativamente maiores nos grupos
tratados com HA em ambos os periodos, o que refletiu em maior velocidade de
conducdo nervosa, demonstrando que a aplicacdo topica de HA intensifica o
processo de regeneracdo do nervo, controlando a formacdo de cicatriz
perineural.

Park et al. (2011b) avaliaram o efeito da solucédo de HA-CMC sobre a
formacao de cicatriz perineural consequente a secao e sutura direta dos cotos
no nervo isquiatico de ratos apos 3, 6, 9 e 12 semanas da lesdo. Observaram
que todos os animais tratados com HA-CMC o grau de aderéncia do nervo
(aderéncia perineural), o namero de fibroblastos e o numero de células
inflamatorias foram significativamente menores em relacdo ao controle - que
também teve o nervo lesado, porém tratado com salina - em todos os tempos
de avaliagcdo. Apontam que a administracao intraoperatoria de uma solucéo de

HA-CMC sobre a lesdo teve efeito favoravel sobre a formacdo de cicatriz
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extraneural e sobre a aderéncia do nervo aos tecidos adjacentes, além de
favorecer a organizacdo histomorfologica do nervo no local de reparo. Estes
autores ndo realizaram analise morfométrica do nervo regenerado, nem
avaliacao funcional.

Neste estudo, a cicatrizagcdo extraneural e a aderéncia do nervo aos
tecidos adjacentes nao foi avaliada, pois o0 objetivo foi verificar o
comportamento do tecido conjuntivo intraneural e a regeneracédo axonal frente
a uma condicdo de menor cicatrizagdo que seria possibilitada pelo HA-CMC e
ao favorecimento da regeneracao, que seria possibilitado pelo AL.

Apds 8 semanas da lesdo e exposicao intraoperatdria ao HA-CMC, a
densidade de area de tecido conjuntivo intraneural ainda era significativamente
maior que no grupo controle, o que sugere que o HA-CMC, da forma como
utilizado, néo foi efetivo para inibir a formacéo de cicatriz intraneural. O nimero
de axénios quase duplicou nos grupos LH e LLH em relac&o ao controle, porém
o diametro dos axdnios e das fibras nervosas, assim como a espessura das
bainhas de mielina, ndo alcancaram valores préximos ao controle. A
funcionalidade para a marcha também né&o foi recuperada.

O fato de que o HA-CMC néao reduziu a formagéao de cicatriz intraneural
poderia justificar a pobre recuperacdo morfolégica e funcional dos animais
tratados com HA-CMC e com a associacdo HA-CMC + AL. Entretanto, fatores
relacionados a regeneracdo nervosa ap0s neurotmese merecem consideracao,
como por exemplo, a necessidade dos axdnios em regeneracao atravessarem
uma primeira cicatriz no local da conexao cirdargica entre o coto proximal e o
enxerto e, ao percorrer 0os tubos endoneurais no enxerto, atravessarem uma

segunda cicatriz no local de conexao entre o enxerto e 0 coto nervoso distal. A
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presenca de cicatriz, portanto, atuaria como uma dupla barreira mecéanica ao
avanco dos brotos axonais na condicdo de autoenxerto de nervo.

Ainda é importante considerar que, quando os tubos endoneurais sao
interrompidos, como é o caso da neurotmese, 0s axdnios em regeneracao nao
estdo mais confinados as suas bainhas originais e podem entrar no tecido
adjacente ou em tubos endoneurais inapropriados, ndo conseguindo reinervar
0S seus préprios 6rgaos alvo. A consequéncia disso é uma pobre recuperacao
funcional, que geralmente € proporcional a gravidade da lesdo (BURNETT;
ZAGER, 2004). Portanto, aqueles axénios que conseguem atravessar o local
da sutura, avancar no interior do enxerto e alcancar o coto nervoso distal, ainda
podem enfrentar diversas barreiras antes de reinervar seus alvos.

Griffin et al. (2014) destacam as limitagbes para uma recuperagdo bem
sucedida apds neurotmese seguida de reparo cirdrgico, quais sejam:
velocidade de crescimento axonal, que segundo Lundborg (1987), em animais
submetidos a neurotmese é de 2,0 a 3,5 mm/dia e na axoniotmese é de 3,0 a
4,5 mm/dia, enquanto em humanos essa taxa de crescimento ndo € linear, mas
estima-se que seja de aproximadamente 1 a 2 mm/dia; necessidade dos
axonios atravessarem o local de coaptacao cirirgica, o que pode impedi-los de
povoar completamente o coto nervoso distal (McDONALD et al., 2006); mal
alinhamento dos axdnios motores e sensitivos, ou seja, se 0s axbnios motores
entrarem erroneamente nos Orgdos alvo sensoriais, sao "suprimidos" em um
processo chamado reinervacdo motora preferencial (AL-MAJED et al., 2000;
BRUSHART et al.,, 1998; MADISON et al.,, 1999); axd6nios motores podem
reinervar musculos inapropriados (IJKEMA-PAASSEN; MEEK:

GRAMSBERGEN, 2002); e atrofia pés desnervacdo dos musculos alvo apos
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longo periodo de inatividade (EGGERS et al., 2010). Além disso, Ygge (1989)
demonstrou que apds transeccao distal do nervo isquidtico de ratos, como
realizado neste estudo, ocorre perda de 7% dos neurdnios inferiores, 0 que
também limita a recuperacgéo funcional.

O HA-CMC estimula a producéo da IL-1 (HIRO et al., 1986). Segundo
Argilés et al. (2003), as citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1) exercem um
papel relevante na indugdo e promocdo de caquexia, promovendo perda de
peso, quebra de proteina do musculo esquelético e de gordura, além de elevar
0 gasto energético em animais e pacientes. Esse quadro poderia justificar a
perda de massa do musculo s6leo nos animais tratados com HA-CMC neste
estudo.

Shinohara et al. (1990) destacam, ainda, que apesar de todos o0s
mecanismos intrincados que ocorrem durante o processo de regeneracao
nervosa periférica, a marcacdo retrograda de neurdnios em regeneracao
apontou que até 51% das fibras nervosas formam conexdes inapropriadas
apos lesado nervosa significativa em embrides humanos.

Portanto, € possivel que diversos destes fatores tenham contribuido para
os resultados obtidos neste estudo, havendo necessidade de investigar novas
alternativas com potencial de combater os fatores que comprometem uma boa
recuperacao apds neurotmese.

Barreiros et al. (2014) aplicaram hidrogel de &acido HA de maneira
intraoperatoria no local do esmagamento do nervo isquiatico de ratos e
avaliaram o diametro das fibras nervosas regeneradas apos 4 e 8 semanas da

lesdo. Nos dois periodos avaliados o diametro das fibras nervosas foi
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significativamente maior no grupo submetido a tratamento com HA que no
grupo néo tratado, entretanto, os valores controle n&o foram alcangados.

O que diferencia o estudo de Barreiros et al. (2014) do presente estudo &
0 tipo de lesdo e a ndo associagdo entre HA e CMC. E possivel que a
recuperagdo morfologica do nervo tenha sido bem sucedida por se tratar de
axoniotmese, pois segundo Maggi, Lowe e Mackinnon (2003), neste tipo de
lesdo os envoltdrios conjuntivos do nervo sdo preservados e 0s axbnios
regeneram em ordem anatdémica, no interior dos tubos endoneurais originais.

Bontioti, Kanje e Dahlin (2003) correlacionaram o grau de crescimento e
direcionamento axonal, avaliado por imunocitoquimica de neurofilamentos, a
recuperacdo da funcdo da marcha nos membros escapulares de ratos apos
axoniotmese e neurotmese. Observaram que ndo houve mau direcionamento
do crescimento axonal na axoniotmese, enquanto muitas fibras estavam mal
direcionadas apds neurotmese (sutura direta dos cotos) e um numero ainda
maior de fibras estava mal direcionada apds autoenxerto de nervo e citam que
os resultados coincidem com os alcancados por Bodine-Fowler et al., 1997;
Lundborg, 2000; Valero-Cabre e Navarro, 2001, que utilizaram o modelo do
nervo isquiatico.

Além disso, na axoniotmese, a regeneracdo nervosa € mais rapida,
sendo que os axdnios podem atravessar o segmento de lesdo em 8 a 15 dias e
regenerar ao longo do segmento distal do nervo a uma taxa de 1 a 5 mm/dia
(SUNDERLAND, 1968), enquanto na neurotmese essa taxa de regeneracao €
mais lenta (1 mm/dia) e pode levar meses ou anos para alcancar os musculos

alvo, dependendo da distancia a ser alcancada (GAGLIARDO et al., 2015).
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Apesar de haver relatos de que o acido HA e seus derivados pode
promover regeneracdo de nervos através do realinhamento da matriz de fibrina
e de que pode fornecer um ambiente adequado para o crescimento axonal,
assim como de que a associacao entre o0 HA e CMC (HA-CMC) é efetivo para
promover regeneracdo nervosa periférica (ADANALI et al., 2003; PARK et al.,
2011b), também ha relato de que o HA-CMC inibe o crescimento axonal
guando colocado em contato direto com os axdnios em um local de leséo,
quando os cotos nervosos proximal e distal sdo colocados no interior de um
tubo de silicone preenchido com HA-CMC (AGENOR et al., 2017).

Neste estudo, a inibicdo do crescimento axonal na presen¢a de HA-CMC
em contato direto com 0 nervo ndo ocorreu, pois 0 numero de axdnios
regenerados nos grupos LH e LLH, bem como suas -caracteristicas
morfométricas ndo diferiu dos demais grupos submetidos a leséo nervosa.

Agenor et al. (2017) avaliaram o efeito do HA-CMC na forma de
membrana (Seprafilm) como limitante do crescimento axonal. Apos secg¢éo e
sutura epineural (sutura direta dos cotos), envolveram o nervo isquiatico de
ratos, incluindo o local da sutura, com uma membrana de HA-CMC. Apéds 28
dias, ndo houve diferenca no nimero de axénios mielinicos ou em qualquer
medida qualitativa de regeneragdo nervosa em relacdo ao grupo de animais
que sofreu les@o nervosa e ndo recebeu qualquer tratamento. Eles concluiram
que quando a membrana de HA-CMC era colocada envolvendo o nervo
reparado por sutura, ndo havia qualquer efeito tOxico sobre o nervo. Além
disso, se o nervo for realinhado, como ocorre numa sutura epineural, pouco ou

nenhum efeito inibitério sobre a regeneracao axonal € observado.
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Considerando o uso do AL no tratamento da lesdo nervosa periférica em
ratos, Demir et al. (2014) apontam que o AL acelera a recuperacdo morfolégica
e funcional apds axoniotmese. Os autores atribuem este resultado aos efeitos
anti-inflamatorio e anti-apoptoético do AL. No presente estudo a leséo realizada
foi a neurotmese e, por este motivo, acredita-se que os resultados obtidos nas
variaveis morfoldgicas e funcionais tenham apresentado valores aquém dos
niveis de normalidade.

Com relacdo a perda de massa no musculo séleo, que foi comum apés a
lesdo nervosa, pois reflete a desnervacao, torna-se importante considerar a
acdo da AMPK e da mTOR (proteina quinase alvo da rapamicina em
mamiferos).

A AMPK é uma enzima que induz uma cascata de eventos intracelulares
em resposta a mudanca da carga energética celular (JACOB et al.,, 1999,
KONRAD et al, 1999), funcionando como um indicador de combustivel
intracelular, sendo ativado por uma queda na relagdo da adenosina trifosfato e
adenosina monofosfato (ATP/AMP) (HARDIE; SAKAMOTO, 2006), mecanismo
pelo qual a AMPK é ativada e, consequentemente, estimula a absorcdo de
glicose, a oxidagdo de &cidos graxos e a biogénese mitocondrial no musculo
esquelético, aumentando a expressao do GLUT-4 (transportador de glicose do
tipo 4) e PGC-1 (co-ativador 1 do receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama) (JESSEN et al., 2003; WINDER; HARDIE, 1999; ZONG et
al., 2002).

A mTOR é uma via de sinalizacdo que integra nutriente (leucina),
horménios (insulina; insulin-like growth factor-1, IGF-1) e estado energético

ATP e GTP (guanosina tri-fosfato) (PRUZNAK et al., 2008), onde a AMPK é um
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regulador negativo do mTORC1 (complexo 1 da proteina quinase alvo da
rapamicina em mamiferos), reduzindo a sintese proteica muscular em
condicdes de estresse energético, como hipoxia, exercicio de alta intensidade
ou glicopenia celular (HARDIE; SAKAMOTO, 2006), Minokoshi et al. (2002)
consideram como papel fundamental nesse processo a relagéo entre ativacao
da via da AMPK e inibicdo da via da mTOR, uma vez que o aumento da
atividade da AMPK estimula as concentragbes de leptina e adiponectina na
corrente sanguinea a fim de aumentarem vias catabodlicas, como oxidacao de
acidos graxos. Por outro lado, no hipotalamo, a adiponectina em conjunto com
a leptina e insulina, age diminuindo a atividade da AMPK, e ativando
neuropeptidios hipotalamicos responsaveis pela diminuicdo da fome (Unger,
2003), reduzindo a ingesta alimentar e reduzindo proteinas, o que
possivelmente motivou a perda de massa do musculo séleo dos animais dos
grupos submetidos a lesdo do nervo isquiatico e que receberam tratamento
com AL neste estudo.

A lesé@o nervosa periférica gera estimulagcdo do TNF-q, iniciando uma
sinalizacdo em cascata, levando ao aumento no fator nuclear kappa B (NF -
kKB), o qual regula a expressao de MMP-9 (BOND et al., 2001; RIBEIRO et al.,
1996). Shubayev e Myers (2000) observaram que 3 horas ap0s uma lesao no
nervo periférico, o TNF-a passa a desempenhar uma ag¢ao chave na inducao
do aumento da MMP-9 no tecido nervoso, onde esta regula a acéo de citocinas
inflamatorias.

Segundo Kim et al. (2007) o acido alfa-lipdico inibe a matriz MMP-9 e a
supressédo da via do NF-kB sob condi¢cbes de niveis elevados de TNF-a e

glicose. A inibicdo da matriz MMP-9 promovida pelo AL gera uma inducéo
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seletiva de MMP-2 (ALLEVA et al., 2008), onde esta parece ter um
desempenho regulatorio, devido a sua correlagdo positiva com citocinas anti-
inflamatorias e negativa com citocinas inflamatorias (FARES et al., 2013). No
presente estudo a administracdo do AL n&o apresentou acao reguladora
positiva frente ao processo inflamatério gerado pela lesdo nervosa, apontando
a necessidade em se pesquisar os efeitos do AL em doses maiores e por
periodos mais prolongados.

Mitsui et al. (1999) submeteram ratos a isquemia do nervo isquiatico
durante 3 a 5 horas, seguida de reperfusédo e administraram uma dose de
100mg/Kg de &cido alfa-lipdico, observando efeitos neuroprotetores nos nervos
submetidos a isquemia por 3 horas, mas ndo naqueles cujo aporte sanguineo
foi interrompido por 5 horas. Eles justificaram que a reperfusdo gera um
aumento abrupto de radicais livres no periodo de reoxigenacdo do tecido
submetido a isquemia moderada, onde durante a reperfusdo é possivel
observar 0 maximo de dano tecidual, inicialmente atribuido a producdo de
radicais livres de oxigénio como consequéncia da leséo.

Antioxidantes como o AL desempenham um importante papel na
prevencdo e tratamento de lesdo por radicais livres e dano oxidativo
(FREISLEBEN, 2000; GILGUN-SHERKI; MELAMED; OFFEN, 2001).

Neste estudo, a dose de AL utilizada foi 100 mg/Kg, tomou por base os
resultados de Senoglu et al. (2009). Eles administraram 100 mg/Kg por via
intraperitoneal, 24 horas e, novamente, 1 hora antes da axoniotmese no nervo
isquiatico de ratos e observaram que o AL teve efeito antioxidante sobre o

nervo lesado. Entretanto, ndo realizaram uma analise morfométrica do nervo, o
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gue impossibilita uma analise comparativa com 0s resultados do presente
estudo. Além disso, neste estudo o tipo de leséo foi a neurotmese.

Do ponto de vista do tempo de sobrevida dos animais, a literatura aponta
que o crescimento axonal de ratos apds neurotmese se d& numa velocidade
média de 2 a 3 mm por dia (FAWCETT; KEYNES, 1986; NAVARRO; VIVO;
VALERO-CABRE, 2007) e que a sobrevida dos animais por periodos mais
longos poderia ser prejudicada pela administracdo diéria de acido lipdico, que
poderia trazer efeitos adversos aos animais, como alteragcbes metabdlicas e
funcionais das enzimas hepéticas. Portanto, optou-se pela ado¢do de um
periodo de 8 semanas de sobrevida, uma vez que, axénios mielinicos estariam
presentes no nervo distal a partir da 5% ou 62 semana apds do procedimento
cirtrgico (FIELDS; ELLISMAN, 1986; LE BEAU; ELISMAN; POWELL, 1988).

Um dos mecanismos pelos quais o AL favorece a neurorregeneracao é
pela inibicdo da degeneracdo retrograda apds lesdo nervosa (ZIEGLER, 2004).
Como o efeito do AL sobre a regeneracédo nervosa nao foi evidenciado neste
estudo, sugere-se a necessidade de investigar outras variaveis, como por
exemplo, uma variacdo da dose utilizada, os seus efeitos frente ao equilibrio
das vias AMPK e mTOR, ou mesmo a administracdo de AL prévia a leséo.

Na clinica, o uso do acido alfa-lipdico de forma prévia a uma leséo
traumatica de nervo, que acontece de forma abrupta e inesperada, ndo se
justifica, porém, uma adicdo nutricional de tal substancia no plano alimentar
global possibilitaria ao individuo uma melhor recuperagdo no caso de lesdo
nervosa (GHIBU et al., 2009).

A avaliacdo funcional em animais submetidos a lesdes nervosas

periféricas e que estdo em processo de regeneragao, € um aspecto desafiador,
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pois 0 nervo é capaz de regenerar de forma espontanea, sem qualquer tipo de
tratamento, mas alcangcar uma recuperagdo funcional adequada apds reparo
microcirirgico do nervo quase nunca é possivel (BATTISTON et al., 2009;
SUNDERLAND, 1968). Este aspecto € especialmente importante em lesdes
que afetam o membro superior em humanos. Desta forma, destaca-se a
importancia da avaliagdo morfométrica e funcional do nervo regenerado.

Di Gerbnimo et al. (2009) avaliaram 112 individuos com sindrome do
tunel do carpo, tratados com doses do acido alfa-lipdico e com uma preparacao
de multivitaminico B. Observaram que o grupo tratado com acido alfa-lipdico
apresentou melhora significativa em comparagdo ao grupo tratado com
multivitaminico, tanto dos sintomas quanto do déficit funcional.

Segundo Burnett e Zager (2004), para recuperar a fungdo do membro
desnervado, ndo € necessaria uma completa recuperacdo da arquitetura do
nervo, entretanto, uma recuperacdo morfolégica bem sucedida, esta
relacionada a uma melhor recuperagéo funcional.

Por este motivo, este estudo considerou uma analise morfologica e
funcional e, ao final de 8 semanas, nenhum grupo desnervado alcancgou
recuperagéo funcional, pois os valores de IFC variaram entre -69 e -83 quando,
de acordo com De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982), o valor de normalidade da
funcdo encontra-se entre 0 e -20, indicando que a recuperacdo morfologica do
nervo ainda esta em processo de desenvolvimento.

Demir et al. (2014) avaliaram o efeito neuroprotetor do &cido lipoico
administrado por via orogastrica (doses de 25 e 50 mg/kg), em ratos
submetidos a axoniotmese no nervo isquiatico e observaram que apoés 4

semanas de tratamento o padréo funcional da marcha dos ratos que receberam
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AL foi melhor que daqueles que n&o receberam tratamento. Além disso, o
diametro dos axonios e o diametro das fibras nervosas foi maior nos ratos que
receberam tratamento com AL. Este é outro indicador da influéncia do AL na
aceleracdo da regeneracao nervosa e recuperacao funcional, porém, o tipo de
leséo € axoniotmese, que difere da neurotmese realizada neste estudo.

Os resultados apresentados na literatura reforgam a influéncia tanto do
acido alfa lipoico, quanto do &cido hialurdénico no aprimoramento do processo
de regeneragéo axonal e recuperagao funcional. Entretanto, os autores citados
utilizaram técnicas de lesdo menos agressivas que a utilizada no presente
estudo. Ha possibilidade que o tecido nervoso possa contribuir com a liberagéo
de citocinas anti-inflamatdrias para a recuperacdo do nervo lesado, sendo esta
resposta dependente da gravidade da lesédo (SACERDOTE et al., 2013; WANG
et al., 2012).

E possivel que o tipo de les&o utilizada no presente estudo (neurotmese
seguida por autoenxerto de nervo) tenha exercido uma influéncia direta nos
resultados, ja que nesses casos, podem acontecer inUmeras intercorréncias,
como a presenca de cicatriz em ambos os locais da sutura, um possivel
crescimento axonal funcionalmente inadequado no interior de tubos
endoneurais (BURNETT; ZAGER, 2004), o periodo do tratamento (8 semanas),
sendo recomendavel uma anélise com periodos maiores de sobrevida afim de
observar os efeitos do HA-CMC e do AL, de maneira isolado ou associada e
sua influéncia na morfologia e do nervo lesado, entre outras possiveis
variaveis.

A recuperacdo em casos de axoniotmese se da em maior proporcao,

possivelmente pela presenca de menor quantidade de cicatriz - que atua como
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um obstaculo fisico - uma vez que ndo ocorre uma sec¢ao no epineuro, Ndo se
fazendo necessario uma reconexao cirlrgica dos cotos nervosos. Além disso,
apos a desnervacao ocorre aumento do tecido conjuntivo e atrofia do 6rgéo
desnervado, variaveis essas inversamente proporcionais a recuperacao
funcional. Como a recuperacédo da lesdo apds axoniotmese no rato ocorre num
periodo de 21 a 28 dias apods a lesdo (CARMIGNOTO et al., 1983; GORIO et
al., 1983) e apds neurotmese a recuperacéo inicia de 50 a 60 dias ap0s a lesédo
(SANTO NETO et al.,, 2004), o prognostico de recuperacdo funcional na
neurotmese € comprometido pela desnervacdo em si e também pela atrofia
muscular e proliferacdo conjuntiva nos muasculos desnervados, o que pode
justificar os resultados deste estudo.

O numero de axdnios no grupo controle estava dentro dos parametros
de normalidade, enquanto nos grupos lesados foram maiores que nos demais
grupos, nao diferindo entre si. O diametro dos axonios, diametro das fibras
nervosas e espessura das bainhas de mielina acompanharam o padrédo de
normalidade nos grupos controle e grupos ndo submetidos a lesdo nervosa,
estando reduzidos em todos os grupos lesados.

A razdo G é a variavel correspondente a velocidade de conducédo do
impulso nervoso, e o valor padrédo de normalidade da velocidade de conducao
nervosa fica entre 0,5 e 0,7 (ANSSELIN; FINK; DAVEY, 1997). Neste estudo,
os valores de razdo G ficaram dentro da normalidade, demonstrando uma
propor¢cdo adequada entre didmetro do ax6nio e didmetro da fibra nervosa,
sugerindo que, em todos 0s grupos, a velocidade de conducdo nervosa teria

sido recuperada.
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Atkins et al. (2006) observaram que existe uma relacdo inversamente
proporcional entre quantidade de tecido cicatricial presente na area de reparo
cirdrgico, com a extensao da regeneracdo nervosa. Nesse sentido, € possivel
que a presenca de tecido cicatricial intraneural consequente ao processo de
reparo da lesdo nervosa, além da cicatriz extraneural nos locais de sutura
epineural no presente estudo, tenha limitado sobremaneira os efeitos do acido
hialurdnico e acido alfa-lipdico.

Outro aspecto a ser considerado é que, no caso de neurotmese
acompanhada de autoenxerto de nervo, como ocorreu neste estudo, a
manipulacéo cirdrgica do nervo e o niumero de suturas epineurais sdo maiores
gue na neurotmese seguida de sutura direta dos cotos, sem interposicdo de
enxerto, 0 que se constitui num fator adicional que limita os efeitos do acido
hialurdénico e do &cido alfa-lipico e a recuperacdo morfolégica e funcional do
nervo.

Segundo Carter et al. (1998), a proliferacdo de tecido conjuntivo
intersticial dificulta a troca de substéancias entre as fibras musculares e o leito
vascular, atuando como uma barreira mecénica ao crescimento axonal e a
difusédo de fatores de crescimento nervoso durante a reinervagdo muscular.
Apesar de ndo ter sido realizada uma andlise morfolégica dos musculos
desnervados neste estudo, a literatura aponta que as alteracdes musculares
comuns ap6s desnervacdo pode contribuir para prejudicar a recuperagao
funcional.

Neste estudo, os grupos LL, LH e LLH apresentaram no segmento distal
um numero de axonios superior ao valor encontrado no grupo controle. Esse

comportamento foi descrito por Lundborg (2000), como consequéncia do
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processo de regeneracdo do nervo periférico, onde cada axénio da porcdo
proximal origina varios brotos que atravessam a area da lesdo e crescem no
interior de tubos de células de Schwann no enxerto e nervo distal. Por isso, 0
namero de axénios regenerados nos grupos submetidos a lesdo nervosa quase
duplicaram em relacdo ao grupo controle.

Quanto as caracteristicas morfométricas dos axdnios regenerados, nota-
se que apesar do niumero de axdnios ser maior que no controle, a maturagédo
das fibras regeneradas nao alcangou valores préximos a normalidade, o que
reflete na auséncia de recuperacgéo funcional.

Da mesma forma, a massa do musculo séleo reinervado nao se
recuperou, pois apés longo periodo de inatividade devido a perda de funcao
muscular causada pela desnervacdo, os muasculos que 0Ss nervos em
regeneracdo estdo tentando reinervar sofreram atrofia por desnervagéo
(EGGERS et al., 2010).

Desta forma, nota-se que o0s processos de regeneragdo nervosa e
recuperacéao funcional sdo extremamente complexos e ndo dependem apenas
da reconexao cirargica, mas de um alinhamento perfeito entre os fasciculos da
porcdo proximal com a porcdo distal do nervo, o que é mais dificil alcancar
quando se utiliza autoenxerto de nervo, do controle de fatores relacionados a
reducdo da cicatrizacdo decorrente de procedimentos cirlrgicos no nervo, ou
do uso de farmacos que favorecam a regeneracdo. Diversos outros fatores
ainda necessitam de controle para que uma boa recuperacao seja alcancada,

especialmente nos casos de neurotmese.
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Os resultados deste estudo sugerem a importancia de um alinhamento
perfeito entre os fasciculos da porgcédo proximal com a porcdo distal do nervo

lesado, o que € mais dificil alcancar quando se utiliza autoenxerto de nervo.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO

Como limitagbes do estudo consideram-se: 1 - o fato de n&o terem sido
administradas diferentes doses de &cido alfa-lipdico, pois isso ampliaria
excessivamente o numero de animais no estudo; 2 - a necessidade de se
coletar a area do nervo correspondente ao local da sutura, afim de verificar o
efeito real do &cido hialurénico sobre a quantidade de tecido cicatricial e
aderéncia poOs cirargica; 3 - a nao utilizacdo de técnicas especificas para

coloragéo do tecido conjuntivo.
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7. CONCLUSAO

A aplicacao intraoperatéria de HA-CMC ou a administracdo oral de AL,
assim como a associagdo de ambos tratamentos em ratos submetidos a
autoenxerto de nervo, ndo favoreceu a regeneragcao nervosa e recuperacao
funcional ap6s 56 dias de tratamento.

ApOGs neurotmese seguida de autoenxerto de nervo o tratamento com
HA-CMC ou AL facilitou a atrofia do musculo desnervado, sugerindo ser este
um tratamento inadequado, pois causaria prejuizo ao processo de recuperacao
funcional.

Considera-se que 0 processo de regeneragao nervosa e recuperacao
funcional em lesbes nervosas graves, que exigem autoenxertos, seja altamente
complexo e ndo dependa apenas da reconexdo dos cotos nervosos, do
controle da cicatrizacdo no local da sutura ou de farmacos que favoregcam a
regeneracdo. Os resultados deste estudo apontam para a necessidade de

novas investigacodes que contribuam para o equacionamento deste problema.
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