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RESUMO

Os processos traumadticos sdo de grande importancia na medicina veterindria,
sendo as maiores casuisticas de atendimentos na clinica cirdrgica de pequenos animais, e
dentro desses traumas, o envolvimento de lesdes ao sistema nervoso € de grande
preocupacdo devido a sua integridade conectiva com todos os outros sistemas. As lesoes
aos nervos periféricos podem trazer danos irrepardveis e comprometimento grave de
funcdes dos membros quando ndo corrigidas adequadamente, principalmente devido a
sua limitada capacidade de reparacdo. A reparacdo nervosa € um desafio na medicina,
devido a isso algumas dreas da biologia e engenharia de materiais vem trabalhando em
conjunto, para desenvolver produtos que possam promover a reparacdo de tecidos de
dificil cicatrizag@o. O primeiro capitulo do presente trabalho teve como objetivo avaliar
técnicas cirdrgicas utilizadas na reparacdo de nervo periférico, e no segundo capitulo foi
comparada a associacdo de implante a base de quitosana com a técnica com melhor
resultado. Foram estudados dez coelhos (Oryctolagus cuniculus da familia Leporidae,
linhagem Nova Zelandia), higidos, com idade aproximada de doze meses e peso entre 2,0
kg e 3,5 kg, submetidos a seccdo total do nervo ciatico. Foram realizadas avaliagdes
clinico-neurolégicas e histopatolégicas para avaliar o retorno funcional do membro e a

progressao da cicatrizacdo nervosa.

Palavras-chave: Biomateriais; neurocirurgia; cicatrizagao e nervo ciatico.



ABSTRACT

Traumatic processes retain great importance in veterinary medicine, with the
largest number of cases being attended at the surgical clinic of small animals; and within
these processes the involvement of injuries to the nervous system is a great concern due
to its connective integrity with all other systems. Peripheral nerve damage can cause
irreparable damage and severe impairment of limb function when not properly corrected,
mainly because of its limited repair capacity. Nerve repair is a challenge in medicine, and
some areas of biology and engineering have been working together, such as materials
engineering, to develop products that can promote difficult tissue repair. The first chapter
of the present study aimed to evaluate surgical techniques used in the repair the peripheral
nerve, in the second chapter the association of chitosan based implant with the best result
technique was compared. Ten rabbits (Oryctolagus cuniculus of the Leporidae family,
New Zealand line), healthy, aged approximately twelve months and weighing between
2.0 kg and 3.5 kg, submitted to the total sciatic nerve section were studied. Clinical-
neurological and histopathological evaluations were performed to evaluate functional

limb return and progression of nerve healing.

Keywords: Biomaterials; neurosurgery; cicatrization and sciatic nerve.
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INTRODUCAO GERAL

Os nervos sao corddes cilindricos, compostos por feixes de fibras nervosas, ou
axonios, envolvido por tecido conjuntivo, e estas apresentam diferengas quanto ao
diametro e espessura da bainha de mielina. As fibras nervosas sdo encapsuladas por trés
tipos de tinicas de tecido conjuntivo (endoneuro, perineuro € epineuro) que também
armam a estrutura para vasos sanguineos e algumas células, como as células de Schwann,
responsaveis pela producdo de mielina (FARONI et al., 2015).

A complexa constituicdo do tecido nervoso limita a sua capacidade em se
regenerar, mesmo quando nos referimos a estruturas mais simples, como as lesdes em
nervos periféricos, ao qual apresentam melhores resultados reparativos, ainda sdo um
desafio para a medicina (FOWLER et al., 2015).

Trauma, tumores e lesdes iatrogénicas sdo as principais causas de lesdes nervosas.
Na medicina veterindria as lesdes geradas aos sistema nervoso central, apresentam alta
taxa de morbidade e mortalidade, quando o paciente ndo evolui ao 6bito estdo susceptiveis
a sequelas graves, muitas delas comprometendo sua qualidade de vida (GAUDIN et al.,
2016).

As lesdes de nervos periféricos sdo comuns em caes e gatos, principalmente em
decorréncia de acidentes automobilisticos, sendo comum o envolvimento do nervo
cidtico, ao qual cumpre importantes fungdes. As lesdes a este nervo podem ser em
decorréncia de fraturas e luxacdes pélvicas (articulagdes sacroiliaca ou fraturas de asa do
sacro, face caudal do acetdbulo, e isquio, ou mesmo lesdes tardias resultadas do processo
de cicatrizacdo Ossea, pelo tecido conjuntivo em proliferacdo) (DAYER et al., 2017).

Atualmente a op¢do de escolha para reparo de lesdes em nervos periféricos é o
reparo através de microcirurgia para sutura dos segmentos, entretanto, na presenca de
distancia significativa entre os segmentos, podem ser indicados enxertos autélogos ou uso
de implantes em tubos a base de silicone ou polimeros biodegraddveis, os quais guiam a
cicatrizacdo dos segmentos (GORDON et al., 2011).

Diante da dificuldade da reparacdo do tecido nervoso, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o uso de técnicas cirtirgicas associadas ou ndo a implante a base de

quitosana para reparacao de nervo cidtico em coelhos.
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REPARO DE NERVO PERIFERICO EM COELHOS, USANDO ENXERTO
AUTOLOGO DE NERVO CIATICO: Estudo clinico e histopatolégico
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RESUMO

A incidéncia das lesdes aos nervos periféricos sao frequentes e graves em caes e
gatos, existindo diversas causas estabelecidas, dentre elas a principal é traumética. O
nervo cidtico € um dos mais acometidos, devido sua extensdo por ser um dos maiores
nervos periféricos do corpo e sua neurolocalizacdo. O presente estudo foi realizado em

10 coelhos (Oryctolagus cuniculus), higidos, com idade aproximada de doze meses e peso

entre 2,0 kg e 3,5 kg, aos quais foram divididos em dois grupos submetidos a intervengdes
cirirgicas no nervo cidtico G1 (neurtomese com neurorrafia simples) e G2 (neurotmese
com inversdo do nervo em 180° com neurorrafia simples). A avaliacdo da fung¢do clinica
e neuroldgica dos pacientes, ocorreram nos dias 0, 15, 30, 45 e 60 dias; em que foi
observado no membro pélvico afetado dos grupos, déficits proprioceptivos, flexor, dor
superficial e profunda ausente. Os dados histolégicos demonstraram que a degeneracgio
Walleriana no G1 > G2; a desmielinizacdo G1 > G2; e a presenca de células de Schawnn
no G1 > G2. Logo, a técnica cirdrgica de padrao simples, em que as bordas neurais ficam
na mesma direcao (G1) possui melhor grau regenerativo, comparado a técnica de inversao

das bordas (G2).

Palavras-chaves: nervo-cidtico; regeneracao; auto-enxerto.
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ABSTRACT

The incidence of lesions to the peripheral nerves are frequent and serious in dogs
and cats, existing several established causes, among them the main being traumatic. The
sciatic nerve is one of the most affected, due to its extension being one of the major
peripheral nerves of the body and its neurolocalization. The present study was carried out
on 10 healthy rabbits (Oryctolagus cuniculus), aged approximately 12 months and
weighing between 2.0 kg and 3.5 kg, which were divided into two groups submitted to
surgical interventions in the sciatic nerve G1 (neurotomy with simple neurorrhaphy) and
G2 (neurotmesis with 180 ° nerve inversion with simple neurorrhaphy). The evaluation
of the clinical and neurological function of the patients occurred on days 0, 15, 30, 45 and
60 days; where it was observed in the affected pelvic limb of the groups, proprioceptive
deficits, flexor, superficial pain and absent deep pain. Histological data demonstrated that
Wallerian degeneration in G1> G2; the demyelination G1> G2; and the presence of
Schawnn cells in G1> G2. Thus, the simple pattern surgical technique, in which the neural
borders are in the same direction (G1), has a better regenerative degree compared to the

edge inversion technique (G2).

Keywords: nerve-sciatic; regeneration; autografting
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INTRODUCAO

Os nervos periféricos podem sofrer injirias por lesdes diretas ou lesdes medulares
que afetem as suas origens. Os processos trauméticos, neopldsicos e iatrogé€nicas sao as
principais causas de lesdes dessas estruturas, sendo causa de grande morbidade, e
mortalidade em animais (SHAPIRA et al., 2016).

Em humanos lesdes nervosas causam custos significativos na sociedade, seja em
carater individual ou nacional, sendo estimada uma casuistica de 2,8% de todos os
pacientes que sofrem traumas (ASPLUND et al., 2009).

A capacidade regenerativa do nervo estd relacionada diretamente a continuidade
do endoneuro, perineuro e epineuro, a lesdo mais grave presente nos nervos € denominada
de neurotmese, processo ao qual ocorre a seccdo completa de todas as estruturas nervosas,
produzindo um intervalo entre as extremidades nervosas seccionadas (HOUSCHYAR et
al., 2016).

Essa lesdo gera degeneracdo walleriana, ao qual conduz a remogdo e reciclagem
axonal e do material mielinico, ocorrendo devido ao mau alinhamento das extremidades
nervosas a possibilidade de recuperaciao espontianea € improvavel, logo ha necessidade
de intervencdo cirdrgica, como auxilio para que os axonios em processo de regeneracao
alcancem e reinervem os 6rgdos-alvo apropriados (DUBOVY et al., 2014).

A técnica cirdrgica mais empregadas no reparo de lesdes de nervos periféricos é
a microsutura do epineuro, devido sua constituicao de tecido conjuntivo frouxo; esta
técnica € indicada principalmente em casos em que ndo se observa defeito entre os
segmentos nervosos e a sutura dos segmentos ndo provocard tensdo, em alguns casos
sendo observado retorno sensorial e motor (DUBOVY et al., 2014).

Quando grandes segmentos nervosos sao perdidos e a coaptacao das extremidades
ndo é possivel sem tensdo, técnicas alternativas podem ser utilizadas, as quais incluem o
uso de enxertos aut6logos. Um dos principais pontos negativos dessa técnica é a
necessidade de coleta do enxerto, muitas vezes sacrificando a fun¢do de um nervo ndo
lesionado e causando a perda e sensa¢do do sitio doador (SCHAAKXS et al., 2017).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de técnicas
de sutura epineural e enxerto aut6logo sobre o retorno funcional e reparacdo de nervo
periférico em coelhos submetidos a sec¢ao completa das estruturas nervosas, denominado

neurotmese.
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MATERIAL E METODOS

Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no biotério do Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR), no setor de Cirurgia de Pequenos Animais, e no Laboratério de Patologia
Animal do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG),
Paraiba, no periodo compreendido entre agosto de 2018 e maio de 2019. Apds o
encaminhamento e aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica do Departamento de

Medicina Veterinaria (DMV) da UFCG, Protocolo CEP/CEUA n°097-2018.

Animais

No estudo foram utilizados 10 coelhos (Oryctolagus cuniculus da familia
Leporidae, linhagem Nova Zelandia), higidos, com idade aproximada de 12 meses e peso
entre 2,0 kg e 3,5 kg, aos quais foram confinados em gaiolas plésticas acarpetadas
individuais, receberam racdo sélida e dgua potdvel a vontade e foram mantidos em
ambiente climatizado com temperatura controlada a aproximadamente 23 °C e humidade
relativa por volta de 70%, o ciclo de luz-escuriddo foi de 12 horas, foi realizado ainda

periodo de adaptacdo ao manejo de 15 dias.

Desenho experimental

Todos os animais foram submetidos a neurotmese de nervo cidtico, em seguida
foram distribuidos de forma aleatéria em dois grupos experimentais com cinco animais
cada, os animais pertencentes ao G1 foram submetidos a sutura epineural direta (Figura
1) e os animais do G2 foram submetidos a técnica de enxerto autélogo com inversao de
nevo cidtico (Figura 2). O membro contralateral, ao qual ndo passou por intervengao

cirtrgica foi definido como grupo controle (GC).

Nervo peronio commum

s
B e
1 =S

MNervo ciatico

MNervo tibial

Figura 1- Neurorrafia, sem aproximacdo das bordas, preservando uma distancia de
Smm.
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Nervo perdnio commm

\ )
MNervo ciatico \..___.} L&\

Nervo tibial

Figura 2- Neurorrafia com inversao das bordas nervosas em 180°.

Protocolo anestésico

Os animais foram submetidos anestesia geral com protocolo a base de cetamina
na dose de 50 mg/kg, associada a xilazina na dose de 4 mg/kg, ambos por via
intramuscular, receberam ainda bloqueio local a base de lidocaina 2% com
vasoconstrictor na dose de 0,3 ml/kg associada ao tramadol na dose de 1mg/kg, ambos
por via epidural. O membro esquerdo foi preparado para cirurgia através de tricotomia
em toda a regido da coxa esquerda e lombar. Foram considerados anestesiados quando os
animais apresentarem auséncia de resposta plantar apds estimulagcdo digital feita por

anestesista.

Procedimento cirtargico

Ap6s realizacdo antissepsia com clorexidine a 0,5% e preparacdo com panos de
campo, foi realizado intervencao cirdrgica através de incisdo linear de aproximadamente
5 cm nos planos tegumentar e subcutdneo na superficie lateral da coxa esquerda, do
trocanter maior ao epicondilo lateral. O procedimento foi continuado com dissecacdo
romba com pinca hemostdtica para separacdo dos musculos biceps femoral e
semitendionoso para exposi¢ao do nervo cidtico. No momento da exposi¢do do nervo foi
realizada a sua seccdo completa (Figura 3), e apds afastamento das bordas, foi realizado
os padrdes de intervengdes cirdrgicas nos grupos (G1 e G2).

Grupo 1 (G1): Apés a neurotmese do nervo cidtico as bordas neurais receberam
suturas com fio de polyglactin 910 6-0 em padrdo simples separado englobando epineuro
de cada segmento, preservando a distancia de Smm entre as bordas (Figura 4).

Grupo 2 (G2): Foi removido um segmento de Smm do nervo cidtico, em seguida
esse segmento foi invertido 180° e suas bordas foram suturadas com fio polyglactin 910

6-0 em padrao simples separado (Figura 5).
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O acesso cirdrgico foi fechado através de reducdo do espaco morto com
polyglactin 910 3-0, em padrdo vai e vem; e dermorrafia em padrao simples separado
com nylon 3.0. Todos os animais receberam a administracdo de tramadol na dose de 10
mg/kg pela via intramuscular e meloxicam na dose de 0,1 mg/kg pela via subcutinea, a

cada 24 horas durante cinco dias apés o procedimento cirdrgico.

Figura 3- Incisdo de n. cidtico (neurotmeses).

Pl

Figura 4- Neurorrafia de n. cidtico (G1)
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o A
Figura 5- Neurorrafia de nervo cidtico com
inversao de bordas (G2).

Avaliacao funcional do membro

A avalia¢do funcional do membro foi realizada a cada 15 dias, desde o pré-
operatorio até 60 dias apos a cirurgia, através do exame neuroldgico, por meio da marcha,
integridade da propriocepcdo, e saltitar, os quais estdo envolvidos nas vias neurolégicas
relacionadas ao caminhar. Para cada parametro avaliado foi atribuido um escore de O -

quando ausente, 1 - reduzido, 2 - normal ou 3 - aumentado.

Avaliacao histopatolégica

Ap6s o periodo experimental de 60 dias, foi realizada a eutandsia dos animais,
seguindo os protocolos éticos, com a administracdo de cetamina 50mg/kg e xilazina
4mg/kg por via intramuscular, seguida da administracdo de propofol na dose Smg/kg por
via endovenosa, por ultimo administrado cloreto de potdssio na dose de 0,5ml/kg por via
endovenosa.

ApOs a eutandsia, foi realizada a dissecacdo do segmento de nervo cidtico
estudado, seguida de coleta de amostras para exame histopatolégico. As amostras dos
nervos coletadas foram submetidas a fixagao com formol a 10%. As amostras entao foram
lavadas com dgua destilada e incluidas em parafina. Foram realizados cortes com 1 pm
espessura na interface nervo/implante para confeccdo das laminas, coradas com
hematoxilina e eosina.

A andlise histopatoldgica levou em considerac@o aspectos como hiperplasia das
células de Schwann, degeneracao Walleriana e degeneracdo da bainha de mielina. Para
cada parametro foi atribuido escore de acordo com a sua intensidade, sendo O - para

ausente, 1 - discreta, 2 - moderada e 3 - intensa.
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Anadlise estatistica
Foi realizado teste de Kruskall-Wallis para comparacio de dados ndo-
paramétricos sobre nivel de significancia de 5% entre os grupos, os dados obtidos foram

apresentados de forma descritiva em gréaficos através de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos ou
entre os momentos. A avaliacao funcional do membro foi realizada a cada 15 dias, desde
o pré-operatdrio até 60 dias apds a cirurgia, através do exame neuroldgico, por meio da
marcha, integridade da propriocep¢do, e saltitar, os quais estdo envolvidos nas vias
neuroldgicas relacionadas ao caminhar. Para cada parametro avaliado foi atribuido um
escore de 0 - quando ausente, 1 - reduzido, 2 - normal ou 3 - aumentado.

A avalia¢do locomotora é a continuidade do entendimento postural, integrando
componentes visuais, proprioceptivos, funcionais e de equilibrio, presentes no SNC
(cérebro, cerebelo, tronco-encefdlico e medula espinhal) e SNP (ganglios e nervos
periféricos), aos quais proporcionam um bom funcionamento motor.

A propriocepg¢do € a capacidade da qual o corpo reconhece o posicionamento do
membro no espacgo, avaliada com o paciente em estacdo quadrupedal, de forma que o
mesmo permaneca com um posicionamento simétrico. Em seguida, deve ser rotacionado
a parte distal da falange dorsal, para a superficie, sentido caudal; nestes animais avaliados
a resposta foi negativa, ndo havendo retorno posicional em ambos os grupos.

O reflexo flexor foi avaliado posteriormente com um simples toque sobre os
digitos do paciente, em que nesta situagdo nao foram responsivos no G1 e G2.

A nocicep¢do avaliada estd relacionada a neurOnios receptivos as sensagOes
dolorosas, em nivel medular e encefdlico, principalmente em pacientes sem nenhuma
atividade motora. O teste foi realizado manualmente e com pinca hemostitica nos
membros pélvicos lateral e medial, devido inervacdo sensorial do cidtico e femoral
respectivamente. A auséncia de dor superficial (sensibilidade cutinea) e dor profunda
(sensibilidade dssea), foram fatores determinantes de uma lesfo nervosa acentuada.

Na avaliacdo neuroldgica dos pacientes do grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2), nos dias
0, 15, 30, 45 e 60 dias nao houve diferenca clinica entre os grupos, sendo observado apds
o procedimento cirdrgico déficits neuroldgicos de todos os parametros avaliados no
membro estudado. O membro contraleral, ao qual nao passou por intervencao cirurgica

foi definido como grupo controle (GC), observando respostas normais.
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A avaliacdo clinico-neuroldgica € pouco empregada na rotina experimental de
animais submetidos a reparo de nervo periférico quando comparada a outros métodos de
avaliacdo (LASSO et al., 2015). Entretanto esse ¢ um método seguro de avaliacdo
funcional de estruturas nervosas que € utilizado amplamente na rotina experimental e
clinica ha anos (DRUMMOND & MOORE, 1989).

O baixo indice de retorno funcional de membro encontrado no presente trabalho,
corrobora os resultados apresentados por Yamasaki et al., (2015), o qual avaliou o uso
de ressonancia magnética no diagndstico de lesdes produzidas e tratadas com tubo
conduite em nervo periféricos. Os autores observaram que em até 60 dias apds o
procedimento 5 dos 6 animais estudados apresentaram déficits neuroldgicos
significativos.

De acordo com Mekaj et al., (2016), o qual avaliou os efeitos do 4cido hialurdnico
e tacrolimus na prevencdo de formacgdo de cicatriz perineural em coelhos, a seccdo
completa do nervo cidtico nessa espécie leva a dificuldade de andar e fraqueza de membro
mesmo apos 90 dias de correcao cirtrgica, o mesmo foi observado no presente estudo, o
que evidencia a dificuldade de reparacdo funcional do nervo.

As técnicas utilizadas em ambos os grupos sao consideradas “padrao ouro”, sendo
indicadas em situacdes que estejam presentes defeitos nervosos, como o apontado por
Bhangra et al., (2016), essas técnicas possuem pontos negativos e resultados clinicos
limitados, fazendo com que a necessidade pelo desenvolvimento de tecnologias ou uso
de terapias celulares fossem necessarias.

Durante a avaliacdo macroscdpica, nao foi observada nenhuma complicagcdo ou
formacdo de cicatriz, essa ultima pode provocar problemas pds-operatdrios significativos
devido ao seu efeito deletério a cicatrizacdo nervosa (MEKAJ et al., 2016).

No presente estudo nao foi observada relacdo entre o aspecto macroscopico e a
funcionalidade do nervo, o mesmo foi encontrado por Ikumi et al., (2017), ao estudar o
efeito da administracdo de plasma rico em plaquetas (PRP) sobre a reparacdo de nervo
periférico em coelhos, os autores relatam que apesar de ndo serem observadas diferencas
significativas na avaliagdo macroscépica, o grupo com uso de PRP revelou reparacao
histolégica superior quando comparada ao grupo controle.

Os dados de escore da avaliacdo histopatologica de ambos os grupos estdo
dispostos na figura 6. Apesar de ndo ser observada diferenca significativa entre os grupos,

escores discretamente maiores foram observados no G1.
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Figura 6— Valores médios dos escores da avaliag@o histopatoldgica de nervos submetidos
a neurotmese reparados com técnica de sutura epineural (G1) e enxerto autélogo (G2) em
coelhos.

Os processos de desmielinizacdo e camara de digestdo dizem respeito as primeiras
etapas da reparacdo nervosa, sendo associados a remoc¢do de debris celulares e
manuten¢cdo de ambiente adequado para crescimento e organizacdo de axonios. Como
relatado por Yamasaki et al., (2015), altos escores de demielinizacdo e degeneracdo
Walleriana sdo observados durante a regeneragdo nervosa, o mesmo foi observado no
presente trabalho.

A presenga das células de Schawnn sdo importantes no suporte aos axonios
através da liberacao de fatores de crescimento e formacao da bainha de mielina (Figura
9), no presente estudo ambos os grupos apresentaram escores entre discreto a moderado,
o mesmo foi encontrado por Salles et al., (2015), ao usar um composto antioxidante para

reparo de nervo periférico, sugerindo um processo de reparacdo dificil e lento.
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Figura 7- Fotomicrografia obtida de corte histoldgico
de segmento distal de nervo cidtico de coelho, seta
indicando células de Schawann, apés 60 dias da
neurotmese (G1).
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Figura 8- Fotomicrografia obtida de corte Figura 9- Fotomicrografia obtida de corte
histologico de segmento distal de nervo histolégico de segmento distal de nervo
ciatico de coelho; seta demonstrando cidtico de coelho; seta demonstrando
degeneracdo Walleriana (desmielinizacdo) degeneracdo da bainha de mielina em
em lamina de n. cidtico, apds 60 dias (G1). lamina de n. cidtico, apds 60 dias (G2).
HE. Objetiva 40x. HE. Objetiva 40x.

CONCLUSAO

Conclui-se que as técnicas de reparo de nervo periférico de sutura epineural e
enxerto autélogo em coelhos apresentam uma baixa taxa de recuperacdo funcional em
periodo de 60 dias, sugerindo-se associacdo de técnicas ou tecnologias que acelerem o

processo de reparagdo.
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CAPITULO I

AVALIACAO DE FILME A BASE DE QUITOSANA, USADO COMO
CONDUTOR NA REPARACAO DE NERVO CIATICO EM COELHOS: Estudo
clinico e histopatoldgico

Artigo cientifico a ser submetido a Pesquisa Veterindria Brasileira
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ABSTRACT

The repair of injured peripheral nerves is one of the great challenges and object of
studies in engineering and medicine, mainly due to the great difficulty in nervous healing,
having as main causes the traumatic processes. The surgical techniques applied in nerve
repair involves several patterns, and due to their limitations, the need arises for the
association of techniques and / or technologies, such as the use of biomaterials. The
present study was carried out on 10 healthy rabbits (Oryctolagus cuniculus), aged
approximately 12 months and weighing between 2.0 kg and 3.5 kg, which were divided
into two groups submitted to surgical interventions in the sciatic nerve G1 (neurorrhaphy
without biomaterial) and G2 (neurorrhaphy with biomaterial). The evaluation of the
clinical and neurological function of the patients occurred on days 0, 15, 30, 45 and 60
days; where it was observed in the affected pelvic limb of the groups, absence of
proprioceptive deficits, absence of flexor, superficial pain; diverging only in the onset of
deep pain in G2 after 30 days of procedures. Histological data demonstrated that
Wallerian degeneration in G1> G2; the demyelination G1> G2; and the presence of
Schawnn cells in G1 <G2. Therefore, the application of the chitosan-based biomaterial

has a better influence on the regenerative degree of the sciatic nerve.

Keywords: Biomaterial, sciatic nerve, regeneration.
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RESUMO

O reparo de nervos periféricos lesionados € um dos grandes desafios e objetos de
estudos na engenharia e medicina, principalmente devido a grande dificuldade em
cicatrizag¢do nervosa, tendo como principais causas 0s processos traumaticos. As técnicas
cirirgicas aplicadas na correcdo de nervo envolvem diversos padrdes, e devidos suas
limitagGes, surge a necessidade da associacdo de técnicas e/ou tecnologias, como o uso

de biomateriais. O presente estudo foi realizado em 10 coelhos (Oryctolagus cuniculus),

higidos, com idade aproximada de doze meses e peso entre 2,0 kg e 3,5 kg, aos quais
foram divididos em dois grupos submetidos a intervengdes cirdrgicas no nervo ciitico
Gl(neurorrafia sem biomaterial) e G2 (neurorrafia com biomaterial). A avaliacdo da
funcdo clinica e neuroldgica dos pacientes, ocorreu nos dias 0, 15, 30, 45 e 60 dias; em
que foi observado no membro pélvico afetado dos grupos, auséncia de propriocepg¢ao,
auséncia do flexor, dor superficial; divergindo apenas no surgimento de dor profunda no
G2 apdés 30 dias do procedimento. Os dados histoldégicos demonstraram que a
degeneracao Walleriana no G1> G2; a desmielinizacdo G1 > G2; e a presenga de células
de Schawnn no G1l< G2. Logo, a aplicacdo do biomaterial a base de quitosana, possui

melhor influéncia no grau regenerativo do nervo cidtico.

Palavras-chaves: Biomaterial, nervo ciatico, regeneragdo nervosa.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Oryctolagus_cuniculus
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INTRODUCAO

A capacidade regenerativa de nervos periféricos estd relacionada diretamente a
continuidade do endoneuro, perineuro e epineuro, a lesdo mais grave presente nos nervos
¢ denominada de neurotmese, processo ao qual ocorre a seccado completa de todas as
estruturas nervosas, produzindo um intervalo entre as extremidades nervosas seccionadas
(HOUSCHYAR et al., 2016).

O tratamento muitas vezes € cirirgico, utilizando técnicas como microsutura do
epineuro ou enxerto autélogo, sendo indicadas na auséncia ou presenca de grandes
defeitos, respectivamente, contudo estas técnicas apresentam limitacOes na recuperagao
dos pacientes, surgindo a necessidade de associacdo de técnicas e/ou tecnologias, como
o uso de biomateriais (DUBOVY et al., 2014).

Os biomateriais sdo todos os materiais ndo vivos usados em dispositivos médicos
ou biomédicos, que interagem com um sistema biolégico. Entre os materiais sintéticos
mais utilizados na medicina, temos como destaque os polimeros, como a quitosana
(AZEVEDO et al., 2013a).

Os biomateriais devem apresentar propriedades que permitam sua implantagdo no
organismo, o polimero da quitosana apresenta adequada biocompatibilidade, baixa
citotoxicidade, € um material bioabsorvivel e possui caracteristicas mecanicas que
facilitam sua manipulacdo em diferentes apresentacOes e favorecem a associacdo com
outros componentes ou biomateriais (AZEVEDO et al., 2013b)

As caracteristicas desejdveis da quitosana fazem com que esse biomaterial seja
amplamente utilizado na regeneracao de tecidos (SOUSA SEGUNDO et al., 2018), como
sistema de liberacdo controlada de medicamentos (ABARRATEGI et al., 2010) e
tratamento de dgua (HUIJUN et al., 2018), sobre diferentes formulacdes, incluindo gel,
filmes, fibras e esponjas (CHEN et al., 2006).

Diante do apresentado, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a associagao
de implante a base de quitosana como tubo condutor no reparo de nervo periférico

submetido a sec¢cdo completa em coelhos.
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MATERIAL E METODOS

Aquisicao/Desenvolvimento de implante a base de quitosana

Os filmes a base de quitosana foram produzidos no Material Research Institute do
Athlone Institute of Technology — AIT, Irlanda. Para a fabricacdo dos filmes foi preparada
solug@o com 2 gramas de quitosana dissolvidas em 100 ml de 4acido acético a 1% (Figura
1), entdo o preparado foi submetido a agitacio magnética até total dissolu¢do da
quitosana, apds isso a solugdo foi filtrada para remoc¢ao de debris. A solugdo foi entdo
depositada em placas de Petri até a total cobertura da superficie das placas e formagao de
filme, a secagem foi realizada em estufa a 50 °C. Apds a secagem dos filmes, foi
adicionada solu¢do de NaOH (5 gramas de NaOH em 100 ml de 4gua destilada) sobre os
filmes, gerando reacdo entre os produtos por duas horas (Figura 2). Apds isso os filmes
foram lavados com d&4gua destilada e secos em superficie plana, envelopados e

esterilizados com oxido de etileno (Figura 3) .

Pure ~>
water,

X f"\% / / \ / .
Acd || 7Y 1]
acefic | ﬁ> | |::> 4 ton mi

Figura 2 - Preparo do biomaterial com introdugdo de solu¢do de NaOH 1.25M
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Figura 3- Filme a base de quitosana produzido no
Material Research Institute do Athlone Institute of
Technology — AIT, Irlanda.

Local do experimento

O experimento foi desenvolvido no biotério do Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR), no setor de Cirurgia de Pequenos Animais, e no Laboratério de Patologia
Animal do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG),
Paraiba, no periodo compreendido entre agosto de 2018 e maio de 2019. Apods o
encaminhamento e aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica do Departamento de

Medicina Veterinaria (DMV) da UFCG, Protocolo CEP/CEUA n°097-2018.

Animais

No estudo foram utilizados 10 coelhos (Oryctolagus cuniculus da familia
Leporidae, linhagem Nova Zelandia), higidos, com idade aproximada de 12 meses e peso
entre 2,0 kg e 3,5 kg, aos quais foram confinados em gaiolas pldsticas acarpetadas
individuais, receberam racdo sélida e dgua potavel a vontade e foram mantidos em
ambiente climatizado com temperatura controlada a aproximadamente 23 °C e humidade
relativa por volta de 70%, o ciclo de luz-escuriddo foi de 12 horas, foi realizado ainda

periodo de adaptacdo ao manejo de 15 dias.

Desenho experimental

Todos os animais foram submetidos a seccdo completa do nervo cidtico, em
seguida foram distribuidos de forma aleatéria em dois grupos experimentais com cinco
animais cada; os pertencentes ao G1 foram submetidos a sutura epineural direta e os
animais do G2 foram submetidos a mesma técnica associada ao uso de implante a base
de quitosana como tubo condutor (figura 3). O membro contralateral, ao qual ndo passou

por intervencdo cirtrgica foi definido como grupo controle (GC).
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Figura 4-Neurorrafia com técnica de tubuliza¢cdo com biomaterial de quitosana,
respeitando o espago de Smm entre as bordas.

Protocolo anestésico

Os animais foram submetidos anestesia geral com protocolo a base de cetamina
na dose de 50 mg/kg, associada a xilazina na dose de 4 mg/kg, ambos por via
intramuscular, receberam ainda bloqueio local a base de lidocaina 2% com
vasoconstrictor na dose de 0,3 ml/kg associada a tramadol na dose de 1mg/kg, ambos por
via epidural. O membro esquerdo foi preparado para cirurgia através de tricotomia em
toda a regido da coxa esquerda e lombar. Foram considerados anestesiados quando os
animais apresentarem auséncia de resposta plantar apds estimulacdo digital feita por

anestesista.

Procedimento cirtargico

Ap6s realizagdo antissepsia com clorexidine a 0,5% e preparacdo com panos de
campo, foi realizado intervencao cirdrgica através de incisdo linear de aproximadamente
5 cm nos planos tegumentar e subcutdneo na superficie lateral da coxa esquerda, do
trocanter maior ao epicondilo lateral, para isso foi utilizado lamina de bisturi n° 15. O
procedimento foi continuado com dissecacdo para separagdo dos planos tegumentar e
subcutineo nas superficies lateral e medial da coxa, a musculatura entdo dissecada de
forma romba, com auxilio de pinca hemostética de 12 cm entre os musculos biceps
femoral e semitendinoso para exposicao do nervo ciético.

No momento da exposicao do nervo foi realizada a seccdo completa, e apds
afastamento das bordas, foi realizado os padrdes de intervencdes cirdrgicas nos grupos
(G1 e G2). Grupo 1 (Gl): Apés a seccao completa do nervo cidtico as bordas neurais

receberam suturas com fio de polyglactin 910 6-0 em padrao simples separado
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englobando epineuro de cada segmento, deixando a distdncia de Smm entre os bordos.
Grupo 2 (G2): Apo6s a seccdo completa do nervo cidtico foi deixado um espaco de S mm
entre os segmentos, € 0os mesmos foram fixados com implante a base de quitosana,
formando um tubo condutor entre os segmentos nervosos, para a fixacao foi usado fio

polyglactin 910 6-0 em padrao simples separado (Figura 4).

Figura 5- Introducao do biomaterial apds
neurotmese de cidtico.

O acesso cirurgico foi fechado através de reducdo do espago morto com
polyglactin 910 3-0, em padrdo vai e vem; e dermorrafia em padrdo simples separado
com nylon 3.0. Todos os animais receberam a administracio de tramadol na dose de 10
mg/kg pela via intramuscular e meloxicam na dose de 0,1 mg/kg pela via subcutanea, a

cada 24 horas durante cinco dias apds o procedimento cirdrgico.

Avaliacao funcional do membro

A avaliacdo funcional do membro foi realizada a cada 15 dias, desde o pré-
operatorio até 60 dias apds a cirurgia, através do exame neuroldgico, por meio da marcha,
e integridade da propriocepcao, saltitar e posicionamento tétil, os quais estdo envolvidos
nas vias neuroldgicas relacionadas ao caminhar. Para cada parametro avaliado foi

atribuido um escore de 0 - quando ausente, 1 - reduzido, 2 - normal ou 3 - aumentado.

Avaliacao histopatolégica

Ap6s o periodo experimental de 60 dias, foi realizada a eutandsia dos animais,
seguindo os protocolos éticos, com a administracdo de cetamina 50mg/kg e xilazina
4mg/kg por via intramuscular, seguida da administracdo de propofol na dose Smg/kg por
via endovenosa, por ultimo administrado cloreto de potdssio na dose de 0,5ml/kg por via

endovenosa.
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Apés a eutandsia, foi realizada a dissecacdo do segmento de nervo cidtico
estudado, seguida de coleta de amostras para exame histopatoldgico. As amostras dos
nervos coletadas foram submetidas a fixagao com formol a 10%. As amostras entdo foram
lavadas com dgua destilada e incluidas em parafina. Foram realizados cortes com 1 um
espessura na interface nervo/implante para confec¢do das laminas. As laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina.

A andlise histopatoldgica levou em consideracdo aspectos como hiperplasia das
células de Schwann, degeneracio Walleriana, degeneracdo da bainha de mielina e a
interag@o implante/nervo. Para cada parametro foi atribuido escore de acordo com a sua

intensidade, sendo O - para ausente, 1 - discreta, 2 - moderada e 3 - intensa.

Anadlise estatistica
Foi realizado teste de Kruskall-Wallis para comparacdo de dados nao-
paramétricos sobre nivel de significancia de 5% entre os grupos, os dados obtidos foram

apresentados de forma descritiva em graficos através de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da avaliag@o clinico-neuroldgica de ambos os grupos nos diferentes

momentos estdo expressos na figura 6 e 7. Nao houve diferenga significativa entre os

grupos.
G1
M Propriocepgdo Flexor Dor superficial Dor profunda

2,5

2
1,5

1
0,5

0 A EVE Ve KV gV

Antes da cirurgia Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Figura 6- Valores médios dos escores da avaliacdo clinica de membros de coelhos
submetidos a corre¢cdo de sec¢do completa de nervo cidtico com técnica de sutura
epineural isolada(G1).
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G2
B Propriocepgdo Flexor Dor superficial Dor profunda

2,5

2
1,5

1
0,5

0 KVE KVE KVE KV KVE

Antes da cirurgia Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Figura 7— Valores médios dos escores da avaliacdo clinica de membros de coelhos
submetidos a correcdo de sec¢do completa do nervo cidtico com técnica de sutura
associada a implante a base de quitosana (G2).

Na avaliagdo neuroldgica dos pacientes do grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2), nos dias
0, 15, 30, 45 e 60 dias ndo houve diferenca clinica entre os grupos, sendo observado apds
o procedimento cirdrgico déficits neuroldgicos de todos os pardmetros avaliados no
membro estudado. Uma discreta resposta de percepc¢ao dolorosa profunda foi observada
a partir de 30 dias apds o procedimento cirdrgico no G2, permanecendo assim até os 60
dias apos o procedimento. Os membros contralaterais permaneceram com parametros
neuroldgicos normais durante todo o experimento.

A avaliacdo funcional e da percepcdo de dor do membro é um teste seguro, nao
invasivo e pode ser reproduzido diversas vezes em diversas espécies, assim como
apresentado por Gonzalez-Perez et al., (2015), ao avaliar técnica de tubulizagdo com
implante a base de quitosana no reparo de nervo periférico em ratos, o autor observou
uma relacdo do retorno sensorial a dor com o grau de reparacio nervosa.

O autor ainda relata que os animais pertencentes ao grupo com uso de tubo de
quitosana apresentaram déficit sensorial até 30 dias apds o procedimento, os mesmos
dados foram obtidos no presente estudo.

Na avaliacdo macroscépica aos 60 dias, foi possivel observar reagdo local nos
animais do G2, causada provavelmente pela presenca do implante, tal achado corrobora
autores como Gnavi et al., (2013) que ao avaliar implantes a base de quitosana utilizados
na reparacdo nervosa, observou que o polimero apresenta caracteristicas biocompativeis

e ndo provoca resposta inflamatéria que prejudique o processo de regeneragdo tecidual.
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A avaliacdo histoldgica confirmou essa hip6tese, como apresentado na figura 8, é
possivel observar que a presenga do implante acelerou o processo de reparacdo com maior
acdo de células de Schawnn e menor grau de degeneracdo Walleriana no G2 quando
comparado com o G1. Houve diferenca significativa entre os grupos (0,05%) quando

comparados os parimetros de desmielinizacdo e degeneracdo Walleriana.

3,5

2,5

15

0,5
Ob

G1 G2

M Células de Schawn M Desmielinizagdo M Degeneragdo Walleriana

Figura 8- Valores médios dos escores da avaliagdo histopatologica de nervos submetidos
a neurotmese reparados com técnica de sutura epineural isolados (G1) ou associados a
implante de quitosana (G2) em coelhos. Médias seguidas de letras diferentes diferiram
estatisticamente no teste de Kruskall-Wallis com nivel de significancia de 5% quando
comparados 0s grupos.

De acordo com Yamasaki et al., (2015), os processos de desmielinizacdo e cAmara
de digestdo dizem respeito as primeiras etapas da reparacdo nervosa, sendo associados a
remocdo de debris celulares (Figura 9) e manutencdo de ambiente adequado para
crescimento e organizacdo de axonios, o que sugere que no presente estudo o G2 estava
em processo mais avancado de reparacdo quando comparado com o G1.

Resultados diferentes sdo relatados por Shapira et al., (2015), o qual ndo observou
diferenca entre a técnica de enxerto autélogo e uso de tubos a base de quitosana para
reparo de defeitos de nervo periférico em ratos, no presente estudo os achados
histopatoldgicos sugerem reparacdo mais rapida no G2, mesmo com resultados funcionais

semelhantes entre os grupos.
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Figura 9- Fotomicrografia obtida de corte histolgico de
segmento distal de nervo cidtico de coelho; seta
demonstrando macrofdgo fagocitando a bainha de mielina
apos 60 dias da neurotmese (G2). HE. Objetiva 40x.

O maior escore de atividade de células de Schawnn (Figura 10) encontrado no
grupo G2 confirma o proposto por Konofaos & Ver Halen, (2013), que ao estudarem a
tubulizacdo como técnica de reparacdo de nervos periféricos, observaram que a quitosana
influéncia beneficamente sobre os fatores envolvidos na sobrevivéncia e regulacdo dessas

células.

[ » G 20pum
4 —

Figura 10- Fotomicrografia obtida de corte
histologico de segmento distal de nervo cidtico de
coelho; seta demonstrando reimielinizagdo do
nervo cidtico, com ac¢do das células de Schawann
(G1). HE. Objetiva 40x.

O estimulo de reparacdo da quitosana parece estimular tanto defeitos nervosos
agudos, como o visualizado no presente estudo, como em defeitos cronicos, como o

relatado Stobel et al., (2018), o qual obteve resultados satisfatérios com defeitos
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produzidos em nervos periféricos de ratos tratados com tubos de quitosana apds 45 dias.
O uso de tubos a base de quitosana ainda possibilitam a associa¢do desse biomaterial
com outras modalidades terapéuticas, como relatado por SOUSA SEGUNDO et al.,
(2018) esse biomaterial apresentou boa interagdo com plasma rico em plaquetas na
reparagdo de defeito troclear em coelhos.
De acordo com Bhangra et al., (2016), o uso de células tronco para crescimento
artificial de células de Schawnn se mostra uma alternativa promissora, essa terapia
associada a capacidade da quitosana em promover manuten¢do e proliferacdo dessas

células fazem com que a associacio dessas modalidades terap€uticas seja promissora.

CONCLUSAO

Conclui-se que apesar de ndo ser observada diferenca significativa funcional entre
a sutura epineural com ou sem implantes a base de quitosana, os achados histopatologicos
sugerem que o implante favorecem o processo de reparacdo de nervos periféricos nesta

espécie no tempo estudado.
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