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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acéo da vanilina (Vanilla planifolia) sobre a
morfologia dos musculos tibial anterior e séleo apés lesdo nervosa
periférica. Métodos: Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos,
com sete animais cada, sendo Grupo Controle, Grupo Vanilina, Grupo
Lesdo e Grupo Lesdo + Vanilina. Os animais dos Grupos Lesdo e
Grupo Lesdo + Vanilina foram submetidos a lesdo nervosa por meio
da compressao do nervo isquiatico, e os Grupos Vanilina e Grupo
Lesdo + Vanilina foram tratados diariamente com doses orais de
vanilina (150mg/kg) do 3¢ ao 21° dia apds a inducéo da lesao nervosa.
Ao término do experimento, os musculos tibial anterior e séleo foram
dissecados e seguiram o processamento de rotina em microscopia
de luz, para posterior anélise morfolégica. Resultados: A compressao
nervosa promoveu alteragdes morfolégicas caracteristicas de
denervagéo, sendo que o tratamento com vanilina foi responsével por
respostas distintas nos musculos estudados. Para o tibial anterior,
houve aumento do nimero de células satélites, nicleos centrais e
atrofia das fibras, bem como desorganizacéo fascicular. J& no séleo,
houve apenas aumento da vascularizagdo, sem exacerbagao das
alteragoes morfoldgicas nas fibras. Conclusao: O tratamento com
vanilina promoveu o aumento da vascularizagdo intramuscular para
os musculos estudados, com potencial pré-inflamatdrio para o tibial
anterior, o que nao ocorreu no masculo séleo.

Descritores: MUsculo esquelético; Denervagao muscular; Traumatismos
dos nervos periféricos; Reabilitagao; Produtos biolégicos

ABSTRACT

Objective: To evaluate the action of vanillin (Vanilla planifolia) on the
morphology of tibialis anterior and soleus muscles after peripheral
nerve injury. Methods: Wistar rats were divided into four groups,
with seven animals each: Control Group, Vanillin Group, Injury Group,

and Injury + Vanillin Group. The Injury Group and the Injury + Vanillin
Group animals were submitted to nerve injury by compression of
the sciatic nerve; the Vanillin Group and Injury + Vanillin Group,
were treated daily with oral doses of vanillin (150mg/kg) from the
3rd to the 21st day after induction of nerve injury. At the end of the
experiment, the tibialis anterior and soleus muscles were dissected
and processed for light microscopy and submitted to morphological
analysis. Results: The nerve compression promoted morphological
changes, typical of denervation, and the treatment with vanillin
was responsible for different responses in the studied muscles.
For the tibialis anterior, there was an increase in the number of
satellite cells, central nuclei and fiber atrophy, as well as fascicular
disorganization. In the soleus, only increased vascularization was
observed, with no exacerbation of the morphological alterations in
the fibers. Conclusion: The treatment with vanillin promoted increase
in intramuscular vascularization for the muscles studied, with pro-
inflammatory potential for tibialis anterior, but not for soleus muscle.

Keywords: Muscle, skeletal; Muscle denervation; Peripheral nerve
injuries; Rehabilitation; Biological products

INTRODUGAO

As lesoes nervosas periféricas (LNP) ocorrem mun-
dialmente e podem gerar alteragoes fisicas e funcio-
nais, comumente associadas a quadros algicos e seque-
las, bem como causar impactos socioecondmicos.!?
Destacam-se, como principais fatores etiologicos deste
tipo de lesdo, os acidentes automotivos, os traumas
por arma de fogo e arma branca, as quedas e a com-
pressao ou esmagamento do tecido nervoso, sendo o
nervo isquiatico o mais frequentemente afetado nas
LNP dos membros inferiores.
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Nas lesoes completas, a interrupcdo da comunica-
¢ao neuromuscular provoca a perda imediata da ativi-
dade voluntaria reflexa do musculo, alterando a exci-
tabilidade da membrana, diminuindo seu potencial de
repouso e tornando as fibras musculares hipersensiveis
a acetilcolina.® Também podem ocorrer diminuigao da
forca e alteracoes morfoldgicas, como a atrofia, dege-
neragao e necrose, além da substituicao por tecido con-
juntivo fibroso.G®

Dentre os tratamentos disponiveis para as disfun-
coes nervosas e musculoesqueléticas, destacam-se 0s
realizados de forma multidisciplinar, considerando a
eliminacao dos fatores de risco, englobando a fisiote-
rapia, a terapia medicamentosa e a cirurgia, a qual esta
indicada somente nos casos de comprometimento neu-
rolégico grave, dor significativa ou faléncia completa do
tratamento clinico.” Por resultar em dores muitas vezes
incapacitantes, os tratamentos das LNP quase sempre
estao vinculados ao uso de algum tipo de medicamento,
principalmente analgésicos e anti-inflamatérios.®

O uso de medicamentos, na maioria das vezes, € efi-
caz para aliviar o quadro algico rapidamente, porém,
sempre hé risco de reagdes adversas. Neste sentido, a
busca por novos farmacos € imprescindivel, e entre eles,
os produtos naturais com potencial efeito analgésico e
menores efeitos colaterais vém sendo pesquisados.®
Partindo desta premissa, a vanilina, composto quimico
oriundo da vagem da (Vanilla planifolia), uma orqui-
dea tropical, tem sido estudada experimentalmente no
tratamento da dor neuropatica, alodinia e edema, com
efeitos positivos em compressdes nervosas para o trata-
mento dos sintomas da doenga.®'

Apesar de seu uso, nao ha consenso na literatura
sobre a acdo da vanilina nas LNP. Além disso, uma vez
que os sistemas neural e musculoesquelético estao in-
timamente relacionados, a conduta terapéutica deve
contemplar ndo somente os cuidados com o nervo, mas
também com o musculo inervado.

OBJETIVO

Avaliar a acdo da vanilina (Vanilla planifolia) sobre a
morfologia dos musculos tibial anterior e s6leo apds
lesdo nervosa periférica.

METODOS

Estudo realizado no Laboratdrio de Estudo das Lesoes
e Recursos Fisioterapéuticos da Universidade Estadual
do Oeste do Parana. Todos os procedimentos adotados
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica
Animal da universidade, seguindo normas internacio-
nais para experimentagao animal.
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Grupo amostral

O calculo do tamanho amostral utilizado no presente
estudo baseou-se na experiéncia dos pesquisadores em
estudos desta natureza, bem como em dados descritos
na literatura, referentes aos efeitos experimentais da
vanilina.®!0

Foram utilizados 28 ratos machos da linhagem
Wistar, com média de idade de 10 semanas e peso de
350g, mantidos em caixas padrao de polipropileno, em
ambiente com temperatura de 23+1°C e fotoperiodo
de 12 horas, recebendo 4gua e ragao ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos, composto por sete ratos cada, sendo:
Grupo Controle (GC), composto por animais que nao
sofreram nenhuma intervencao; Grupo Vanilina (GV),
composto por animais sem compressao nervosa, mas
tratados com vanilina; Grupo Lesdo (GL), com animais
submetidos a compressao do nervo isquidtico, mas sem
terapia; e Grupo Lesdo + Vanilina (GLV), com ani-
mais submetidos a compressdo do nervo isquiatico e
tratados com vanilina.

Protocolo de lesao

Para a realizacao da compressao do nervo isquiatico, os
animais foram previamente pesados e anestesiados com
cloridrato de cetamina (50mL/kg) e xilazina (10mL/kg).
Ap0s a tricotomia do membro pélvico direito e assep-
sia da regiao com alcool 70%, foi realizada a incisao
paralela as fibras do musculo biceps femoral, expondo
0 nervo isquiatico, que foi comprimido com auxilio de
pinca hemostatica durante 30 segundos. A pressao de
pincamento foi padronizada para todos os animais e
realizada sempre pelo mesmo pesquisador, utilizando-
-se como referéncia o segundo dente da cremalheira.®
Por fim, efetuou-se a sutura por planos e aplicacdo de
iodo sobre a incisao.

Protocolo de administracao da vanilina

A partir do 32 dia de pds-operatorio (PO), iniciou-se a
administrac@o da vanilina para o GV e o GLV. Os ani-
mais destes grupos receberam doses orais didrias de
150mg/kg de vanilina, por meio de gavagem, até o 212 PO.

Analise morfoldgica

No 22° dia de experimento, os animais de todos os gru-
pos foram pesados, anestesiados e eutanasiados por de-
capitagdo em guilhotina. Os musculos tibial anterior e
sOleo direitos foram dissecados, fixados em solucao de
Metacarn por 24 horas e armazenados em alcool 70%.
Posteriormente, os musculos passaram pelo processa-
mento histoldgico de rotina, para inclusao em parafina,
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e coloracdo em hematoxilina e eosina e em tricromico
de Mallory.

O laminario obtido foi analisado em microscépio de
luz e fotomicrografado. Foram obtidas aleatoriamente
dez imagens de cada musculo estudado, sendo mensu-
radas cem fibras musculares quanto ao menor diametro
e area da fibra, por meio do programa Image Pro-Plus
6.0. A analise do tecido conjuntivo, endomisio e peri-
misio foi realizada por meio da percentagem de pixels
pelo programa GIMP 2.0.

Andlise dos resultados

A normalidade dos dados foi constatada pelo teste
de Shapiro-Wilk, que posteriormente foi comparada
pelo teste de Andlise de Variancia (ANOVA) unidire-
cional, com p0s-teste de Tukey pelo programa Graph
Pad Prism 6.0. Para todas as anélises, foi considerado
p<0,05 como estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Na analise do musculo tibial anterior (Figura 1A) e
soleo (Figura 2A) dos animais do GC, foi verificado

aspecto normal, com as fibras organizadas em padrao
fascicular e individualmente em formato poligonal e
multinucleadas, cujos ndcleos se situavam na periferia,
junto a membrana sarcoplasmatica. A mesma morfo-
logia foi visualizada no musculo tibial anterior (Figura
1B) dos animais do GV, que ndo sofreram lesao e foram
tratados com vanilina. No musculo séleo dos animais
deste grupo, também houve normalidade no aspecto
das fibras musculares, mas foi observado aumento na
vascularizacao, marcada tanto por vasos sanguineos di-
latados quanto targidos (Figura 2B).

Ja no GL, as fibras musculares, tanto do tibial ante-
rior (Figura 1C) quanto do séleo (Figuras 2C), apresen-
tavam-se com alteracOes caracteristicas resultantes da
compressao nervosa. Nestes animais, foi constatada acen-
tuada desorganizacao fascicular e alteracdo no tamanho
das fibras, denotando atrofia, além de algumas com per-
da do formato poligonal caracteristico. Fibras musculares
em processo degenerativo avancado foram pontualmente
notadas, embora a maioria se mostrou com nucleos hi-
pertroficos localizados no centro ou na periferia, acom-
panhados ou nao de halo basofilico, bem como nucleos
aglomerados e enfileirados na periferia da fibra — regiao
eventualmente acompanhada por mudancas de coloracao.

10% l @
Figura 1. Fotomicrografias do misculo tibial anterior de ratos Wistar, corte transversal, coloragdo em hematoxilina e eosina. Grupo Controle (A), Grupo Vanilina (B),
Grupo Les@o (C) e Grupo Leséo + Vanilina (D). Em A e B, organizacéo fascicular com fibras poligonais e niicleos (Nu) periféricos. Em C, fibras musculares polimérficas (*),

nicleos hipertroficos (Nh), centrais (Nc) ou aglomerados (Na) na periferia da fibra. Em D, fibra polimérfica (*), nicleos centrais (Nc) e aglomerados (Na) na periferia da
fibra, e vasos sanguineos (Vs) dilatados
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Figura 2. Fotomicrografias do misculo sdleo de ratos Wistar, corte transversal, coloragdo em hematoxilina e eosina. Grupo Controle (A), Grupo Vanilina (B), Grupo
Leséo (C) e Grupo Lesao + Vanilina (D). Em A, organizacao fascicular com fibras poligonais e nticleos (Nu) periféricos. Em B, organizagéo tecidual semelhante ao Grupo
Controle, com vasos sanguineos dilatados (Vs). Em C, fibras musculares com mudanga de coloragéo (*), nticleos hipertréficos (Nh) e aglomerados (Na) na periferia da
fibra. Em D, fibra polimérfica em regeneragao (*), niicleos hipertréficos (Nh) e aglomerados (Na) na periferia da fibra, e vasos sanguineos dilatados (Vs)

Nos animais submetidos a compressao nervosa e
tratados com vanilina (GLV), foram verificadas diferen-
cas na resposta dos dois musculos estudados. No tibial
anterior, as fibras musculares apresentavam-se com
caracteristicas morfoldgicas mais acentuadas de lesao
quando comparadas a0 GL, com aumento do niimero
das células satélites, ndcleos centrais e diminui¢do no
tamanho das fibras, bem como maior desorganizacao e
degeneracao fascicular. Nestes animais, foram observa-
das fibras musculares lesionadas, algumas em degene-
racao e outras ja em regeneragao, associadas ao gran-
de namero de capilares sanguineos, podendo denotar

Tabela 1. Parametros morfométricos dos misculos tibial anterior e séleo

neovascularizagao (Figura 1D). Para o musculo séleo,
foram verificadas as mesmas caracteristicas do GL e,
além destas, extenso aumento na vascularizacdo, com
vasos sanguineos tirgidos e dilatados (Figura 2D).

A compressao nervosa reduziu a area de seccao
transversa da fibra dos dois musculos estudados. Para o
tibial anterior, houve diminuicdo na area em GL e em
GLV em relagao ao GC (p<0,01) e ao GV (p<0,001).
Para o séleo, a area de seccado transversa da fibra foi
menor no GL e no GLV em relagdo ao GC (p<0,05;
p<0,01) e a0 GV (p<0,05; p<0,01), sendo que o trata-
mento com vanilina ndo afetou este parametro (Tabela 1).

Parametros Misculos Grupos
GC GV GL GLV
Area de seccao transversa (um) Tibial anterior 2042,2+438,6 2232,3+452,4 1430,8+286,7*" 1310,7208,6*'
Séleo 25650,4+793,8 2584,4+188,3 1789,2+311,9* 15624,7+307,8*
Menor didmetro (um) Tibial anterior 41,2+4,95 4 ,4+412 33,8+2,67% 33,1+2,28*
Séleo 44,3+8,40 44,1+2,89 39,4+3,50 34,6+4,25%
Tecido conjuntivo (%) Tibial anterior 2,8+0,25 3,0+0,82 3,4+0,63 5,2+1,67*1
Séleo 7.9+0,70 6,6+2,03 6,8+2,09 7,0+1,36

Anélise de Varidncia unidirecional com pos-teste de Tukey. * diferente de GC;  diferente de GV; * diferente de GL.
GC: Grupo Controle; GV: Grupo Vanilina; GL: Grupo Lesdo; GVL: Grupo Leséo + Vanilina.
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Quanto ao menor diametro da fibra muscular, a le-
sao nervosa também causou diminui¢do no parametro
analisado para o musculo tibial anterior, com diferencas
no GL e no GLV em comparacao com o GC (p<0,01;
p<0,001) e 0 GV (p<0,01; p<0,001). No musculo s6-
leo, houve redugao no diametro da fibra dos animais do
GLV em relacao aos GC (p<0,01) e GV (p<0,01).

No musculo tibial anterior, houve aumento na
quantidade de tecido conjuntivo intramuscular dos ani-
mais do GLV em relac@o aos demais grupos (p<0,001).
No masculo séleo, nao houve diferenca significativa na
quantidade de tecido conjuntivo entre os grupos.

DISCUSSAO

O modelo de compressao do nervo isquiatico realiza-
do no presente estudo pode ser descrito como uma
lesdo do tipo axonotmese,'? que leva a interrupcao
da comunicacdo neuromuscular. Foram verificadas al-
teracoes morfométricas nos musculos tibial anterior
e soleo dos animais do GL, com reducio da area de
seccao transversa € menor diametro da fibra muscular.
Esse conjunto de caracteristicas € comum em lesoes
nervosas e pode estar acompanhado de incapacidades
funcionais.(319

As alteracoes morfoldgicas observadas nos animais
do GL confirmam que a lesdo nervosa causou a inter-
rupcdo da comunicacdo neuromuscular. Fibras muscu-
lares com contornos irregulares e nucleos centralizados
também foram evidenciadas por Polonio et al.,'® no
musculo tibial anterior de ratos submetidos a seccao
completa do nervo isquiatico, e caracterizam um con-
junto de alteracdes bioquimicas e mecanicas nas fi-
bras, que podem culminar em graus variados de perda
funcional.

A administracdo oral de vanilina nos animais do
GV nao alterou os parametros morfométricos e mor-
foldgicos das fibras dos musculos estudados, embora
tenha havido aumento na vascularizacao do séleo, evi-
denciado pela maior quantidade de vasos sanguineos,
frequentemente dilatados. Neste sentido, o presente es-
tudo se contrapde aos resultados de alguns autores, que
apontam o potencial antiangiogénico da vanilina,!7!)
mas esta de acordo ao proposto por Raffai et al.,?” que
verificam que a vanilina promove relaxamento arterial
por meio da inibicdo dos canais de Ca?*, impedindo o
influxo de Ca?+ na célula, ou seja, apresentando pro-
priedade vasodilatadora.

Além do potencial antiangiogénico e vasodilatador,
outras propriedades ja foram descritas para a vanilina,
como antioxidante, anti-inflamatoéria e antiproliferativa,
bem como antitumoral.(®*2) Sua biocompatibilidade
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associada ao perfil anti-inflamatério poderia tornar a
vanilina um composto promissor e, no presente estudo,
foram verificadas respostas distintas nos musculos tibial
anterior e sOleo diante da ingestao oral de vanilina nos
animais submetidos a lesdo prévia do nervo isquiatico.

Trés semanas apés a lesdo nervosa, as fibras mus-
culares ainda estdo envolvidas no processo de rege-
neracdo,® etapa na qual mediadores inflamatérios
estdo presentes no tecido. No musculo tibial anterior,
o tratamento com vanilina causou a intensificacdo da
resposta inflamatoria, visto que houve piora da morfo-
logia tecidual em relagao aos animais do GL. Ja para o
sOleo, pode-se inferir que, apesar da maior quantidade
de vasos sanguineos, a vanilina nao exerceu efeito po-
sitivo ou negativo sobre a morfologia das fibras, que se
assemelhavam as do GL.

Na fase inicial da lesdo muscular, os neutroéfilos
invadem rapidamente o local da lesao e promovem o
inicio do reparo pela entrega de citocinas, que atraem
e ativam células inflamatdrias adicionais.?>* Segundo
Tidball,®» os neutrofilos podem eventualmente exacer-
bar injurias prévias devido a liberacao ou geragao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem levar
a perda da integridade celular e até necrose da fibra.®
Em condicdes normais, as EROs s@o eliminadas por sis-
temas antioxidantes presentes nos musculos. Segundo
Muller et al.,®® musculos compostos por maior quan-
tidade de fibras do tipo II, como o tibial anterior, sao
mais suscetiveis a danos oxidativos do que fibras do tipo
I, de contracdo lenta, como o séleo. Neste sentido, a
vasodilatacdo e a aparente neovascularizagao causadas
pelo tratamento com vanilina pode ter causado maior
liberacao de mediadores inflamatérios, como os neu-
trofilos, que causaram estresse oxidativo no musculo
tibial anterior, exacerbando o processo lesivo.

Ainda, segundo Csete et al.,*” o comportamento
das células satélites pode ser modificado pela concen-
tracdo de oxigénio no tecido, por processos mediados
pela geracao de EROs.® Recentemente, em um estu-
do in vitro, pesquisadores demonstraram que a prolife-
ragao e a diferenciagao dos mioblastos é negativamente
influenciada pelo aumento na concentracao de oxigé-
nio.? Assim, o aumento do fluxo sanguineo gerado
pela vanilina causou elevagio na concentracao tecidual
de oxigénio, o que pode ter dificultado o processo nor-
mal de regeneracdo muscular via ativacao das células
satélites, de modo que o musculo tibial anterior ainda
apresentasse grande quantidade de fibras em processo
degenerativo.

Verificou-se, no presente estudo, que o tratamento
com vanilina promove seus efeitos por meio da altera-
cao no fluxo sanguineo tecidual, marcadamente pela



vasodilatacao intramuscular. Como limitacdo, acredita-
mos que metodologias especificas para a avaliacio vas-
cular sejam importantes para elucidar definitivamente
os efeitos da vanilina, assim como o estudo em diferen-
tes grupos musculares, de modo a esclarecer se sua acao
¢, de fato, relacionada ao tipo de fibra que compode a
maior propor¢ao do musculo. Cabe ressaltar que sao es-
cassas, na literatura, os efeitos da vanilina in vivo, e que
mais estudos sdo necessarios previamente a indicacao
da substancia para tratamento.

CONCLUSAO

A compressao do nervo isquidtico € responsavel por
causar alteragoes morfoldgicas nos musculos tibial an-
terior e s6leo. O tratamento com vanilina apresentou
caracteristica pro-inflamatdria no tibial anterior, o que
nao aconteceu no musculo séleo, respostas estas rela-
cionadas provavelmente ao aumento no fluxo sangui-
neo tecidual e na capacidade de cada musculo em res-
ponder a esta alteragao.
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