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RESUMO

Cunha AS. Reconstruc¢do de defeito de nervo fibular em ratos com veia glicerolada:
andlise funcional e histolégica. [Tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,

Faculdade de Medicina, 2013.

z

A auto-enxertia de nervo € considerado o melhor tratamento para a restauracdo de
grandes perdas de nervo periférico. Mesmo com o tratamento cirurgico adequado,
déficits funcionais sdo observados e melhoras quanto a recuperagdo funcional e
diminui¢do das seqiielas sdo desejdveis. Vdrias sdo as técnicas que almejaram esse
propésito. A interposi¢do de condutores tubulares, como ponte entre os cotos proximal e
distal do nervo seccionado, apresenta-se como uma técnica alternativa que oferece
vantagens tedricas. A veia € um material estudado como possivel condutor tubular
avaliado experimentalmente e em casos clinicos. Estudos recentes tém dado importancia
na utilizacdo de transplantes de tecidos armazenados em banco de tecidos. O glicerol é
utilizado para preservacao de tecidos, tendo sido relatado seu uso em nervos e vasos.
Entretanto, nao ha relatos da utilizagdo de veias preservadas em glicerol como substituto
de enxerto de nervo. O objetivo deste trabalho foi comparar, em ratos, o grau de
regeneracao neural, utilizando andlise histolégica qualitativa e quantitativa e a
recuperacdo funcional, obtida com a interposi¢do de enxerto autégeno de nervo, veia
autdgena, veia autdgena preservada em glicerol e veia alégena preservada em glicerol.
Com técnica microcirtrgica, foram criados defeitos de 5 mm do nervo fibular de ratos
da raca Lewis. Os animais foram divididos em quatro grupos de seis, de acordo com o
tratamento empregado para correcdo do defeito: nos animais do Grupo A (grupo
controle), foi realizado o reposicionamento do fragmento de nervo retirado (auto-
enxerto); nos animais do Grupo B, foi interposto um segmento de 1 cm de veia jugular
externa autégena; nos animais do Grupo C, foi interposto a veia jugular externa
autégena preservada em glicerol a 98% a 4°C por sete dias; no Grupo D os animais
doadores foram ratos da raca Sprague-Dawley que tiveram a veia jugular externa
preservada em glicerol de forma igual ao Grupo C e utilizadas para reconstrucdo do
defeito neural em ratos da raca Lewis, sendo considerado um enxerto aldgeno

preservado em glicerol. Os animais foram sacrificados apds seis semanas para



realizacdo dos estudos histolégicos. Para a avaliagdo da recuperagdo funcional foram
estudados os padrdoes de deambulacdo dos ratos (“walking track analysis”) no pos-
operatério imediato, 3 e 6 semanas de pds-operatério. O grupo controle (auto-enxerto)
apresentou resultados histologicos semelhantes aos grupos de veias preservadas em
glicerol (aut6gena e aldgena), entretanto apresentou uma maior reacdo tecidual
perineural e maior presenca de escape axonal se comparada a todos os grupos. A
utilizacdo de veia autdgena sem preservacao demonstrou padrdo histolégico com maior
neoangiogénese e areas de rarefagdo axonal com presenca de tecido conectivo no
estroma neoformado. O padrao histolégico foi semelhante nos demais grupos. A andlise
histologica quantitativa demonstrou estatisticamente menor concentracdo de axdnios
regenerados no grupo B (veia autégena) do que a dos demais grupos. O grupo que
utilizou veia autdégena (sem glicerol) apresentou menor recuperacao funcional quando
comparado com os demais grupos para 3 e 6 semanas. O resultado funcional foi
estatisticamente semelhante entre os grupos de veias preservadas (autégena e alégena) e

0 auto-enxerto.

Descritores: Ratos. Nervo fibular. Nervos periféricos/cirurgia. Regeneracdo nervosa.
Procedimentos cirdrgicos reconstrutivos. Glicerol. Vasos sangiiineos. Transplante
homdlogo



ABSTRACT

Cunha AS. Peroneal nerve gap reconstruction in rats by using glycerol-preserved
veins: histological and functional assessment [thesis]. Sao Paulo: Universidade de Sao

Paulo, Faculdade de Medicina, 2013.

Nerve autografting is considered the best treatment for the restoration of great losses of
peripheral nerve. In spite of adequate surgical treatment, functional deficits occur. Also,
improvement in functional recuperation and decrease in sequelae are expected. There
are many techniques aiming at this purpose. The interposition of tubular conduits, as a
bridge between the ends of a sectioned nerve, among these the vein graft, is an
alternative technique which offers theoretical advantages. The vein is a studied material
as possible evaluated tubular conductor experimentally and in clinical cases. Recent
studies have given importance in the use of tissues transplants stored in banks. Glycerol
is used for tissue preservation, having been told to its use in nerves and vessels.
However, it does not have studies of the use of glycerol reserved veins in as substitute
of nerve graft. The purpose of this study was to compare, in rats, the neural regeneration
degree, using qualitative and quantitative histological analysis and functional recovery,
obtained after interposition of a nerve graft, autogenous vein, autogenous vein preserved
in glycerol and allograft vein preserved in glycerol. A 5 mm neural gap in the fibular
nerve of rats (Lewis breed) has been created under microsurgical techinique. Four
groups of six animals each have been divided according to the treatment employed:
Group A — control group: replacement of the fibular nerve itself (autograft); Group B —
a lomm segment of external jugular vein was interposed; Group C — a preserved
external jugular vein in glycerol 98% per 7 days was interposed in the fibular nerve gap;
Group D - external jugular vein preserved in glycerol of Sprague-Dawley rats had been
used equal form to group C in Lewis rats. The animals had been sacrificed after 6 weeks
for accomplishment of the histological studies. The functional walking track analysis
was performed after in the pre-op, and in the pos-op (immediately, 3 and 6 weeks). The
control group (autograft) presented similar histological results to the groups of glycerol

preserved veins (autogenous vein and allograft vein), however it presented a bigger



perineural tecidual reaction and bigger presence of escape axonal if compared with all
the groups. The use of autogenous vein without preservation demonstrated histological
results with greater neoangiogenesis and presence of connective tissue inside the neo-
formed stroma. Histological pattern was similar to other studied groups. Quantitative
histological analysis showed statistically lower concentration of regenerated axons in
group B (autogenous vein) than the other groups.The group that used autogenous vein
(without glycerol) presented little functional recovery for 3 and 6 weeks. No statistical
difference was seen between groups A (autograft) and groups C and C (preserved veins)

in the degree of functional recovery.

Descriptors: Rats. Peroneal nerve. Peripheral nerves/surgery. Nerve regeneration.

Reconstructive surgical procedures/methods. Glycerol. Blood vessels. Transplantation,

homologous
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1. INTRODUCAO

As extensas perdas de tecido neural que freqgiientemente estdo associadas aos
traumas e ressecgdes tumorais impedem a reparacdo por meio de sutura primdria. A
despeito do tratamento cirtrgico adequado, atualmente realizado pela interposicdo de
enxerto autélogo de nervo, alteracdes funcionais sdo observadas (Spector et al., 1993 e
Brunelli et al., 1994). A busca de melhor resultado direciona-se a elaboracdo de novas
técnicas.

O enxerto de nervo tem como objetivo guiar o crescimento axonal e preencher o
espaco entre os cotos proximais e distais, diminuindo a tensdo nas linhas de sutura,
considerado fator inibidor da regeneracdo neural (Terzis et al., 1975). Esta técnica
permitiu avanco no tratamento das grandes perdas de tecido neural em relacdo as
grandes mobiliza¢des dos membros, as quais evoluiam com a formagdo de cicatrizes ou
retracdes sem, entretanto, evitar sequelas (Millesi, 1981).

Existem fatores que nos levam a procurar um novo tipo de condutor para o
crescimento axonal: a) a retirada de material autélogo para enxertia sempre produz
morbidade da drea doadora; b) grandes defeitos demandam a retirada de extensas
por¢cdes de tecido autdgeno que, as vezes, ndo estdo disponiveis; ¢) a utilizacdo de
materiais artificiais ou de banco de tecidos poupa o tempo da retirada de material
aut6logo (Brunelli et al., 1994 e Keeley et al., 1991).

Ap6s a les@o do nervo periférico ocorrem alteracdes no espaco intersegmentar para
que exista um “micro-ambiente” favoravel a regeneragdo. (Barde, 1989 e Fields et al.,
1989). Esse substrato neural fundamental esta presente localmente apds a lesdo nervosa
e € composto de fatores tais como: células de Schwann, fibroblastos perineurais (Damon
et al., 1990; Ide et al., 1990; Politis et al., 1982 e Toyota et al., 1990), componentes da
matriz extra-celular - laminina, fibronectina, moléculas de adesdo (Carbonetto, 1984;
Heideimann, 1990; Madison et al.,, 1985) e os chamados fatores neurotréficos,
moléculas produzidas pelas extremidades do nervo seccionado, estimuladoras da
regeneracao (Danielsen et al., 1995; Longo et al., 1983a; Longo et al., 1983b; Lundborg
et al., 1982; Spector et al., 1993; Spector et al., 1995).
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Muitas substancias sdo conhecidas por promover crescimento de neuritos in vitro, e
vérias destas substincias t€ém demonstrado eficdcia em estudos in vivo, algumas ja em
testes clinicos realizados por vérios pesquisadores (Costa et al., 2006).

Dentre os farmacos mais conhecidos podemos citar: poliaminas e aminoguanidinas
(Kaupilla et al., 1988; Gilad et al., 1996), ativadores da adenil-ciclase (Klein et al.,
1989; Urbina et al., 1996; Walikonis et al., 1998), fator de crescimento neural (Levi-
Montalcini et al., 1953; Levi-Montalcini, 1982; Lipton, 1989; Snider et al., 1989; Chen
et al., 1989; Santos et al., 1991; Jubran et al., 2003), triancinolonas (Lipton et al., 1986;
Bansberg et al., 1987) , alfa-MSH (Edwards et al., 1986), ACTH (Strand et al., 1980),
leupeptina (Hurst et al., 1984; Badalamente et al., 1987; Badalamente et al., 1989;),
apoliproteinas (Badalamente et al., 1987), T3 (Stelmack et al., 1977), T4 (Danielsen et
al., 1986), testosterona (Kujawa et al., 1989), gangliosideos (Sparrow et al.. 1982;
Leeden, 1984; Mengs et al., 1987; Cuello et al., 1989; Laineti et al., 1993) e
imunossupressores (Gold, 1997; Costa e al., 2006).

1.1 OBJETIVOS

O Laboratorio de Investigacio Médica de Microcirurgia Experimental (LIM-4) da
Faculdade de Medicina da USP vem realizando, desde 1974, estudos pioneiros na
América do Sul na édrea de microcirurgia reconstrutiva, envolvendo a pesquisa
experimental sobre a reparacdo de lesdes de nervos periféricos (Ferreira et al., 1974;
Ehrart et al., 1975; Ferreira et al., 1975; Zumiotti et al., 1988; Mattar et al., 1990; Costa,
1998; Costa, 2001). Segue-se sua aplicacdo clinica no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com a introdu¢do da auto-
enxertia no tratamento da paralisia do plexo braquial (Ferreira et al., 1985), de paralisias
dos membros superiores e inferiores (Ferreira et al., 1974; Ferreira et al., 1991) e da
paralisia facial (Ferreira et al., 1977; Ferreira, 1983; Ferreira; Besteiro, 1984; Ferreira,
1984; Ferreira, 1987; Ferreira et al., 1991).

Em particular, a partir da década de 1990, as pesquisas no Laboratério (LIM-4)
foram direcionadas no sentido de ampliar o armamentario a disposi¢do do cirurgido

plastico para uso na reconstrucdo do nervo quando ocorre perda extensa de tecido
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neural. Foram estudados aloenxertos de nervo (Tuma Jr., 1997), tubo de Aacido
poliglicélico e GM1 (Costa, 1998; Costa, 2001), tubo de acido poliglicolico e FK506
(Costa et al., 2006), nervo alégeno preservado em glicerol (Lemos et al., 2008) e veias
preservadas em glicerol (Cunha et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi comparar, em ratos, o grau de regeneracdao neural,
utilizando a andlise histolégica qualitativa, andlise histoldgica quantitativa e andlise
funcional, obtida com a interposicao de enxerto de nervo autégeno, veia autdgena, veia

autégena preservada em glicerol e veia alégena preservada em glicerol.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreensdo dessa proposicdo de trabalho, foi realizada revisdao
bibliografica que, didaticamente, serd dividida em trés topicos: 2.1 regeneragdo do nervo
periférico; 2.2 cAmaras de tubulizacdo e substitutos de nervo; 2.3 preservacao de tecidos em

glicerol.

2.1REGENERACAO DO NERVO PERIFERICO

2.1.1 REVISAO HISTORICA DA REGENERACAO DE NERVO PERIFERICO

Nos relatos de Hipdcrates (460-370 a.C.) hd a primeira descricdo do sistema nervoso
periférico (Adams, 1878). Acredita-se que alguns séculos antes, na India, Sushruta de
Samhita, havia descrito véarios nervos e suas funcdes, porém a data deste relato € incerta
(Bhishagratna, 1916).

Galeno de Pérgamo (129 a 200 d.C.) sugeriu a possibilidade de regenera¢do neural tendo
estudado o efeito de transec¢des de nervos periféricos, constatando diminui¢do da
sensibilidade e for¢ca muscular. No século 7 d. C., Rhazes referiu a necessidade do reparo das
lesdes de nervos (Gurlt, 1898).

Muitos séculos depois, Cruikshank em 1776 e Haighton em 1795, realizaram estudos em
animais demonstrando a melhora funcional apds a regeneracio de nervos (Cruikshank, 1776;
Haighton, 1795). Em 1836, Baudens foi o primeiro a realizar um reparo de nervo periférico
em humano, tendo suturado um nervo ulnar € um nervo mediano (Létievant, 1873).

Em 1847, James Paget descreveu uma reconstrugdo por sutura priméaria de nervo mediano
ap6s laceracdo em uma crianca de 11 anos de idade, sendo verificado completo
restabelecimento da fungdo (Wilgis, 1982). Waller, em 1850, demonstrou a natureza da
degeneracdo neural periférica e subseqiiente regeneracdo, apés séculos de incredibilidade na
existéncia da regeneracao dos nervos (Stoll et al., 2002).

Em 1854, Langenbeck e Hueter publicaram bons resultados apds sutura de nervos

(Langenbeck; Hueter, 1854). Em 1870, Philipeaux e Vulpian mostraram que a regeneracio de
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nervos era possivel com autoenxertia de nervo hipoglosso para correcao de defeitos no nervo
lingual de caes (Philipeaux; Vulpian, 1870).

Em 1873, Hueter descreveu a coaptagao término-terminal de cotos de nervos por meio de
técnica de sutura epineural (Millesi, 1981). Em 1878, Albert descreveu a primeira experiéncia
clinica de enxertia de nervo: reconstruiu um defeito de nervo mediano apds resseccdo de
tumor, tendo sido utilizado como enxerto o nervo da perna amputada de outro paciente. Os
resultados nao foram animadores nesta reconstrucdo (Albert, 1978).

Vinte anos depois, em 1898, Tornau publicou uma grande série de reparo de nervos em
212 casos (Tornau, 1898). A partir deste momento foram publicados vérios trabalhos
experimentais de auto-enxertia em nervos.

O marco na ciéncia da cirurgia de nervos periféricos aconteceu em 1954 com Seddon. Ele
comparou diferentes técnicas cirdrgicas para diferentes tipos de lesdes, tendo estudado lesdes
de vérios nervos em todos os niveis. Comprovou também a importancia da sutura com técnica
atraumatica (Seddon, 1954).

Até o momento, os pesquisadores procuram alcancgar resultados na regeneracdo de nervos
periféricos que seja comparado ao nervo ndo lesado. Com o conhecimento sobre a evolucdo
da lesdo e do reparo neural € possivel atuar sobre mecanismos com o objetivo de melhorar os
resultados finais.

A evolugdo da lesdo neural e sua regeneracao sdo processos complexos que dependem da

interag¢do do corpo celular neuronal, da fibra axonal e do meio adjacente (Costa, 2001).

2.1.2 ESTRUTURA DO NERVO PERIFERICO

A organizacdo estrutural do nervo permite aos axOnios conduzir impulsos nervosos que
facilitam a interagdo do individuo com o ambiente. Os nervos espinhais sdo constituidos de
axdnios, que sdo longas extensdes dos corpos celulares localizados nos ganglios das raizes dorsais
(fibras neurais sensoriais), ganglios autondmicos (fibras neurais autondmicas) ou coluna ventral
da medula espinhal (fibras neurais motoras). As fibras neurais motoras terminam na jungao
neuromuscular, as sensitivas, na pele, como termina¢des nervosas livres ou como receptores

especializados (Topp; Boyd, 2006).
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As fibras axonais possuem envoltério lipoproteico (axdnios amielinicos) (Coelho et al.,
2001) ou diversas camadas mielinicas (ax6nios mielinicos) (Flores et al., 2000). A fibra
nervosa mielinica € constituida por um tnico axdnio envolto por uma célula de Schwann, cuja
membrana envolve a fibra nervosa e forma a bainha de mielina. A bainha de mielina é
interrompida por intervalos regulares ao longo do eixo do ax6nio que medem de 1 a 3 mm,
denominados de nédulos de Ranvier, onde ocorre despolarizagdo durante a transmissao do
impulso nervoso (Flores et al., 2000; Guyton; Hall, 1997). A espessura da bainha de mielina é
proporcional ao didmetro do axdnio (Welch, 1996) e estd diretamente relacionada a
velocidade de condug¢d@o do impulso nervoso (Ferreira; Martinez, 2000).

O nervo € envolto por trés camadas distintas de tecido conjuntivo: epineuro, perineuro €
endoneuro (Dagum, 1998; Rempel, Dahlin; Lundborg; 1999). O endoneuro envolve a fibra
nervosa e € constituido por tecido conjuntivo frouxo e fibras coldgenas tipo I em maior
quantidade que do tipo IIl. O perineuro € formado por tecido conjuntivo denso modelado e
fibras coldgenas tipo I (camada externa) e tipo III (camada interna) e envolve os fasciculos
nervosos individualmente. O epineuro reveste externamente o nervo € possui uma camada
externa e outra interna. A camada externa contém tecido conjuntivo denso modelado ou nao
modelado, enquanto a camada interna possui tecido conjuntivo denso. As camadas tém
predominio de fibras coldgenas tipo I, grande quantidade de fibrdcitos e fibroblastos, além de
possuirem vasos sanguineos de maior calibre (Guimaraes et al., 2006).

As atividades metabdlicas nas células neurais ocorrem no corpo celular neuronal e seus
produtos sdo transportados ao longo do axdnio para suprir as necessidades do nervo (Dellon;
Mackinnon, 1988). A comunicagdo entre o corpo celular e o érgao alvo se da por meio de um
sistema de transporte axonal anterégrado e retrégrado. O transporte anterégrado pode ser rapido,
que transporta neurotransmissores, ou lento, que transporta proteinas. O sistema retrégrado recicla

neurotransmissores e transporta fatores neurotréficos para o corpo celular (Dagum, 1998).

2.1.3 CLASSIFICACAO DA LESAO DO NERVO PERIFERICO

Seddon classificou as lesdes nervosas periféricas em trés tipos: neuropraxia, caracterizada
por um bloqueio tempordario da condug@o nervosa; axoniotmese, caracterizada por um

bloqueio da condugao nervosa devido a perda de continuidade do axdnio, com preservacao da
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membrana epineural; e neurotmese, quando o bloqueio da conducido nervosa ocorre por uma
perda da continuidade do nervo, sendo esta a forma mais grave de lesdo (Seddon, 1975).
Posteriormente, Sunderland classificou as lesdes nervosas em cinco categorias, de acordo
com sua gravidade. O primeiro grau € similar a neuropraxia de Seddon; o segundo grau
equivale a axonotmese; o terceiro grau é uma lesdo parcial do endoneuro (esta categoria esta
entre axonotmese € neurotmese de Seddon); o quarto e quinto graus correspondem a
neurotmese de Seddon. No quarto grau todas as por¢des do nervo sdo rompidas exceto o

epineuro. No quinto grau ocorre completa lesdo do nervo (Sunderland, 1978).

2.14 ALESAOE AREGENERACAO DO NERVO PERIFERICO

Ap6s a lesdo do nervo ocorre uma reacdo inflamatéria local como a de outros tecidos
(Richardson et al.,1994; Jovanovanesic et al., 1995). O extravasamento de plasma sanguineo
precede a formacdo de uma matriz entre os dois segmentos, composta por fibrina e
fibronectina, que fornecerd o substrato para a migragdo celular e dos novos prolongamentos
axonais (Fields et al.,1989; Mathews et al., 1995). O local é rapidamente invadido por
macréfagos (Perry et al., 1987). Ocorre a proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e
células de Schwann nos cotos proximal e distal. Por meio da matriz de fibrina, as células
migram para o espaco intersegmentar (Williams et al., 1983). Os fibroblastos iniciam a sintese
de coldgeno e, juntamente com as células de Schwann, constituem uma ponte intersegmentar
que contém capilares, fibras coldgenas e macréfagos (Lundborg, 1988).

A resposta homeostitica inicial 2 lesdo do nervo, seguem-se a ativacio de células
histiociticas e a migra¢cdo de macrofagos para a regiao da lesao (Wong; Crumley, 1995).

A seccdo de um nervo periférico desencadeia modificagdes no corpo celular, no segmento
proximal do nervo, no local da lesdo, no segmento distal e nas terminacdes da placa
neuromuscular e do receptor sensorial (da-Silva, 1995).

A extremidade proximal do axonio dilata-se pelo actimulo de estruturas como reticulo
endoplasmético liso, mitocondrias e microtibulos (Fawcett et al., 1990), originando um
grande nimero de finos prolongamentos ou neuritos (Cajal, 1991). As extremidades desses
novos prolongamentos apresentam-se intumescidas e sdo chamadas de cones de crescimento

que contém filopddios em sua superficie. A func@o dessas estruturas (os filopddios) é a de
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explorar o microambiente intersegmentar por adesdo a estruturas do substrato, direcionando
desta forma o crescimento axonal (Lundborg, 1988).

O corpo celular sofre alteracdes determinantes nas primeiras horas apds a lesdo neural:
cromatdlise (ingurgitamento e arredondamento da célula), degeneragdo da substancia de
Nissel e migragdo do nucleo do centro para a periferia. Da mesma maneira, sdo observadas
modificagdes no metabolismo protéico, como o aumento da producdo de RNA, para que
componentes necessdrios a regeneracao axonal (como a tubulina) sejam produzidos em maior
quantidade (Liabotis et al., 1995). Em contrapartida, hd um decréscimo na sintese das
substancias relacionadas a transmissdo sindptica, uma vez que a prioridade se encontra na
repara¢do do citoesqueleto (Dellon; Mackinnon, 1988).

O segmento proximal do nervo sofre degeneracdo (idéntica a degeneracdo walleriana que
ocorre no segmento distal, porém chamada de “degeneracdo traumatica”) numa distancia
varidvel, de acordo com a severidade da lesao (Waller, 1850). Ela pode estender-se por mais
de um nédulo de Ranvier e, dependendo da proximidade da lesdo com o corpo celular, podera
ocorrer morte de alguns neurdnios (Horch, 1978; Kristensson, 1981; McCarthy, 1990).

A principio, os neuritos cont€ém apenas fibras amielinicas, as quais posteriormente se
tornam mielinicas. Estas fibras, com a evolu¢do do processo de regeneracdo diminuem em
quantidade, uma vez que sobrevivem apenas as que estabelecem conexdo com o coto distal
(Sanders; Yoltng, 1946). As fibras seguem pelo interior dos tubos endoneurais na interface
entre a lamina basal e a membrana plasmdtica das células de Schwann, chegando aos
territérios periféricos (Martini et al., 1988; Kuffer, 1994). Por todo o trajeto, os axénios sao
envolvidos pelo citoplasma das células de Schwann (Son et al., 1995).

Na parte distal de cada broto axonal hd um cone de crescimento, que consiste em
pseuddpodes, ricos em actina, os quais sio atraidos basicamente por fibronectina e laminina,
componentes da lamina basal das células de Schwann. Os pseuddépodes vao aderir-se quando
encontrarem um meio apropriado, levando consigo o cone de crescimento (Yamada et al.,
1971; Letourneau, 1975; Letourneau, 1978). Quanto mais apropriado for o substrato, maior o
nuimero de axdnios que vai surgir de uma Unica fibra neural (Letourneau, 1983; Letourneau,
1986). Esse fendmeno € denominado neurotropismo (Mackinnon et al., 1986; Lundborg et al.,
1988).

As unidades de regeneragdo, alcangando o nervo distal e, por conseguinte, os receptores
finais, levardo a recuperacdo funcional. Caso contrdrio, serd formado um neuroma, que

representa a perda de func¢do e poderé causar dor.
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Na degeneragdo walleriana, o segmento distal do axonio degenera lentamente, a bainha
de mielina se desintegra, a0 mesmo tempo em que as c€lulas de Schwann se proliferam e
formam linhas longitudinais dentro dos tubos endoneurais, denominadas bandas de Biingner..
As células de Schwann que se proliferam dentro do nervo sdo essenciais a regeneragcao
(Millesi 1972; Millesi, 1990), devido as suas propriedades fagociticas e ao fato de serem fonte
de substancias neurotréficas. Além das substancias neurotroficas, as células de Schwann
também sdo capazes de produzir moléculas extracelulares, como laminina e coldgeno tipo IV
(Hoke, 2006)

Os macroéfagos fagocitam debris celulares e sdo responsdveis pela degeneracdo do axénio
distal (Perry; Brown, 1992; Podhanjsky; Myers, 1993; Wong; Crumley, 1995). Embora esta
observagao tenha sido feita pela primeira vez no inicio do século XX (Cajal, 1991), ela s6 foi
confirmada em 1984 (Beuche; Friede, 1984). Além de seu papel fagocitico, os macréfagos
possuem outras fungdes. Eles secretam substancias que auxiliam na proliferacdo das células
de Schwann junto ao sitio de lesdo, assim como substancias mitogénicas e fatores de
crescimento, tais como o NGF (“nerve growth factor”), IGF (“insulin-like growth factor”),
PDGF (“platelet-derived growth factor”) e apolipoproteina-E, os quais podem ser importantes
no alongamento axonal (Ignatius et al., 1987) e na remielinizacao (Boyles et al., 1989).

Duas semanas apds a lesdo, observa-se total perda da estrutura anatdmica, com a presenga
de debris de mielina e células de Schwann em proliferacdo. Apds remocdo do material
fagocitado os macréfagos retornam aos capilares. As células de Schwann, por meio de
interdigitacdo de seus citoplasmas, formardo corddes lineares denominados “bandas de
Bungner” ou colunas de células de Schwann, que sdo importantes guias para o brotamento
axonal durante a reinervacio (Burnett; Zager, 2004). Apds quatro semanas, ja hd algum grau
de reneurotizacdo e mieliniza¢do, assim como a reestruturacdo fascicular das unidades em
regeneragdo, permanecendo apenas pequena quantidade de debris de mielina no nervo. A
distancia internodal curta é caracteristica do nervo em regeneracdo. Isto ocorre em razdo do
grande nimero de células de Schwann vistas em cortes longitudinais. A distribuicdo dos
diametros da bainha de mielina, que normalmente é bimodal, passa a ser monomodal. Os
brotos axonais vao se regenerar ao longo do segmento distal na velocidade de 1 a 4 mm/dia
(Bassett et al., 1959).

As células de Schwann t€m influéncia decisiva na regeneracdo neural do sistema nervoso
periférico (Bunge et al., 1980). Funcionam como condutos fisicos que guiam os axonios aos

seus oOrgaos-alvo, além de secretarem vdrias proteinas extracelulares que promovem o
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crescimento axonal. No nervo lesado, as células de Schwann sdo ativadas e participam da
acao fagocitica dos macrofagos no segmento distal do nervo (Mengs; Stotzen, 1987).

Durante a regeneracdo neural, o transporte axonal é mantido, sendo responsdvel pela
transferéncia de elementos componentes do citoesqueleto do corpo celular ao axénio distal
(Wong; Crumley, 1995).

Atualmente estd bem estabelecido que existem os transportes rdpido e lento na direcdo
proximo-distal ou anterégrada, e o transporte rdpido na direcao disto-proximal ou retrégrada
(Ochs, 1981; Smith; Kornblit, 1982).

O transporte axonal lento anterégrado facilita o movimento de componentes do
citoesqueleto, tais como actina, tubulina e neurofilamentos na velocidade de 1 a 6 mm/dia
(Lasek et al., 1981). Como conseqiiéncia, a velocidade do transporte axonal lento
correlaciona-se com a velocidade de regeneracao neural (Maier; McQuarrie, 1990).

Materiais que tém um papel funcional nas termina¢des neurais (neurotransmissores) ou
na reconstituicdo de membrana plasmética (lipides ou glicoproteinas) movem-se por meio do
transporte rapido, numa taxa de 410 mm/dia (Droz et al., 1975). A taxa de transporte
retrégrado € constante, em torno de 240 mm/dia (por vesiculas recicladas); esse transporte
serve para controlar o nivel de atividade do corpo celular por um mecanismo de
retroalimentacao negativa (Lubiska; Niemierko, 1971).

O transporte axonal também se correlaciona com a degeneragdo neural. A interrupcao da
continuidade do ax6nio impede o transporte axonal, determinando a perda da transmissao
sindptica (Wong, 1995). Tal transmissdo cessa horas apds a lesdo, de forma que, quanto mais
proxima for a lesdo da sinapse, mais rdpido a faléncia sindptica vai se instalar. Um ax6nio
longo lesado em sua por¢cdo proximal pode manter a transmissdo sindptica por dias (Wong,
1995).

Ap6s a denervagdo, as fibras musculares caminham para um processo de atrofia, a qual se
torna aparente algumas semanas apds a lesdo. O aumento do influxo de célcio no misculo
causa perda das proteinas metabdlicas e contréteis, caracterizando a atrofia muscular (Lieber,
2002). Histologicamente, as fibras musculares atroficas ficam mais ingurgitadas com o nucleo
centralizado; o sinal patognomodnico de atrofia neurogénica € a presenga de células em alvo
(Cancilla, 1984).

A parte pés-sindptica da placa muscular ndo se altera com a denervagdo (as pregas
sindpticas permanecem até apds um ano), porém os receptores de acetilcolina se tornam mais

sensiveis (Gorio; Carmignoto, 1981). E possivel reinervar um musculo, simplesmente
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implantando nele um nervo motor (neurotiza¢do), porém o resultado funcional ndo se
assemelha ao que se obtém fazendo-se um reparo ou enxerto de seu proprio nervo motor
(Mcnamara et al., 1987).

Os fatores tréficos liberados pelo muisculo influenciam muito a regeneracio. Se uma fibra
sensitiva for implantada em um musculo denervado, os ax6nios vao brotar e migrar para
dentro do musculo; se, porém, o musculo estiver inervado, o crescimento axonal serd inibido
quase que completamente (Karpati et al., 1981; Mackinnon et al., 1985). Apos 12 e 24 meses
de denervacdo, as fibras motoras fibrosam, limitando a recuperagdo funcional (Levi-
Montalcini; Hamburger, 1951; Oester; Davis, 1956). Salonen et al. (1987) observaram que a
lesdo do nervo isquidtico causa alteracdes fibréticas no musculo esquelético, com aumento do
coldgeno tipo I e III, sendo mais pronunciado o aumento do coldgeno tipo I. Como o coldgeno
tipo I € mais rigido, seu aumento expressivo poderia levar a perda da elasticidade muscular,
prejudicando a fun¢do no caso de reinervacao (Fernandes et al., 2005).

Os receptores sensoriais de pele, apds denervagdo, sofrem mudancas progressivas. Os
componentes nao-nervosos sobrevivem por um longo periodo de tempo, podendo ser
reinervados apds anos, com Otima recuperagdo de sensibilidade; a funcdo sensitiva
(discriminacdo de dois pontos) comeca a decair apds seis meses de denervacdo (Kredel;
Evans, 1933; Davis, 1934).

Nos ultimos anos, tem sido estabelecido por muitos autores o conceito de que os axonios
em regeneracio necessitam de algumas substancias especificas, as quais eles possam se ligar a
fim de avancarem o crescimento em qualquer tipo de condutor (Ide et al., 1983; Bignami et
al., 1984; Fawcet; Keynes, 1986). Este novo conceito tem estimulado novas pesquisas nesta

area.

2.2 SUBSTITUTOS DE NERVO E CAMARAS DE TUBULIZACAO

2.2.1 REVISAO HISTORICA DO REPARO DE NERVO

Os estudos sobre as perdas extensas de tecido neural e sobre a necessidade de pontes

entre os cotos proximais e distais para permitir a sua regeneracdo datam da segunda metade
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do século XIX. Em 1873, Heuter fez a primeira publicacdo sobre neurorrafia em lesdes
neurais, ¢ Albert, em 1878, realizou a primeira experiéncia clinica de enxertia de nervo.
Gliick, em 1880, descreveu a primeira anastomose com a utilizagdo de enxerto, quando
interpds ossos descalcificados para a regeneracdo axonal. A partir desse momento, hnumerosos
tipos de materiais foram utilizados para a reconstrugdo e restabelecimento funcional de nervos
periféricos: veias, artérias, metais, silicone e outros materiais sintéticos e bioldgicos.

Em 1901, Lotheissen descreveu o uso de técnica de tubulizagdo com gelatina como guia
axonal. Em 1904, Foramitti relatou uma regeneracdo neural utilizando enxerto arterial. Em
1909, Wrede realizou-a por meio de enxerto venoso. Em 1915, Kirk e Lewis confeccionaram
tubo de fascia para conduzir a regeneracao neural. Em 1932, Ballance e Duel relataram a
tubulizacdo de trompa de Fal6pio para regeneracdo de nervo facial. Em 1941, Swan utilizou
enxerto venoso na corre¢do de lesdo de nervo ulnar em humano. Em 1943, Weiss usou tubos
de artérias dissecadas para guiar a regeneracdo neural. Durante a Segunda Grande Guerra
foram utilizadas folhas de Tantdlio para a reconstru¢cdo dos defeitos neurais. Inicialmente, os
resultados foram encorajadores, porém se observou que o metal fragmentava-se causando
fibrose, necessitando a retirada do material (Field et al., 1989).

Como os resultados obtidos foram pobres, estudos para a compreensao da fisiologia e
anatomia de nervos periféricos passaram a ser realizados. Sunderland (1945) contribuiu de
forma importante para melhorar os resultados das neurorrafias.

Highet e Sanders procuraram estabelecer a importincia da eliminacdo da tensdo em
reparagao de nervo periférico, seguidos por outros autores com os mesmos resultados (Denny-
Brown e Doherty, 1945; Salvi, 1973; Terzis et al., 1975). A importancia de um conduto que
unisse o coto proximal e o distal de grandes lesdes neurais tornava a sua procura cada vez
mais necessaria.

A Seddon, em 1947, € creditada a introducdo do uso de enxerto de nervo em lesdes
extensas, em que a simples neurorrafia ocasionaria uma anastomose sob tensdo, e
conseqiientemente, maus resultados. Este conceito foi, em seguida, ampliado na forma de
enxertos vascularizados (Strange, 1947).

Ao chegar nos anos 1960, a introdu¢do da magnificacdo da visdo intra-operatdria por
meio de lupas e microscépios na reparagdo de nervos periféricos levou a uma significativa
melhora nos resultados (Smith, 1964; Gabrielson; Stenstrom, 1966; Wise et al., 1969; Stancic

et al., 1998) e abriu um campo para novos estudos.
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2.2.2 CAMARAS DE TUBULIZACAO

A inexisténcia de materiais de suturas adequados que fossem comparados a auto-enxertia
de nervo levou ao teste de varios tipos de camaras de tubulizacdo (Costa, 2001). Essa técnica,
também chamada entubulacdo, é um procedimento cirdrgico em que OS COtOS Nervosos
seccionados sdo introduzidos e fixados dentro de uma prétese tubular, objetivando propiciar
um ambiente favordvel a regeneracdo. Proporciona, ainda, o direcionamento do crescimento
nervoso das extremidades rompidas ou seccionadas (Oliveira et al., 2004; Ichihara et al.,
2008).

Em 1955, Garrity relatou o uso de tubos plasticos como conduites para regeneragdo
neural. Bassett, em 1959, relatou a regenera¢do neural por meio de tubos amnioticos.

Em 1968, Midgley e Woolhouse utilizaram tubos de silicone com parede ultra-fina.
Acreditavam que o tubo prevenia o escape axonal e direcionava o crescimento axonal em
direcdo longitudinal, evitando a formagdo de tecido cicatricial ao redor do nervo em
regeneracao.

Mais recentemente, em 1981 e 1982, Lundborg et al. desenvolveram novos estudos com a
utilizacdo de tubos sintéticos ndo-absorviveis (camaras pré-fabricadas de silicone revestidas
de mesotélio), nos quais ocorria regeneraciao neural, comprovando o tropismo do crescimento
axonal. Posteriormente, Merle et al. relataram trés casos clinicos com tubo de silicone. Os
pacientes evoluiram com piora da fun¢do neural por compressdo, o que obrigou a retirada
cirdrgica dos tubos ap6s dois anos da reconstrucio (Merle et al., 1989).

Tornou-se evidente que o tipo de material teria influéncia no reparo neural. Substitutos de
nervo ndo absorviveis permanecem no local levando a uma reagdo do tipo corpo-estranho e
formacao de tecido cicatricial, o que dificulta a regeneracdo neural e a recuperacio funcional
(Mackinnon et al., 1984; Merle et al., 1989).

A alternativa, um substituto absorvivel, tem o mesmo objetivo de unir os cotos neurais
proximal e distal e auxiliar o crescimento axonal. Entretanto, ocorre absor¢do de forma
gradual, tornando a reacdo do tipo corpo-estranho menor. E essencial conhecer as
propriedades dos materiais: tempo de absor¢do, tensdo do material e toxicidade (Costa, 2000).

Em 1982, Brunelli et al. demonstraram a possibilidade de completa regeneracao neural no
interior de enxertos autélogos de veia em defeitos menores que 1 cm e, posteriormente, em

1987, demonstraram a atracdo quimiotatica seletiva para fibras sensitivas e motoras por meio
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de enxerto de veia em defeitos menores que 1 cm. A quimiotaxia seletiva foi posteriormente
reproduzida por Ochi et al. (1991) e Maki (1991).

Em 1983, Ide et al. relataram a possibilidade de se usar uma fita circular de membrana
basal de musculo esquelético para guiar a regeneragdo neural, hipétese ja sugerida por Sanes
et al. em 1978. Muitos outros pesquisadores continuaram os estudos em condutores
musculares, usando fibras integras ou degeneradas (Glasby et al., 1986; Jimming et al., 1986;
Fawcet; Keynes, 1986; Davies, 1987; Gattuso et al., 1988).

De uma maneira ndo rotineira no uso de camaras de tubulizacdo, Politis et al. (1988)
incorporaram um dispositivo produtor de corrente elétrica em um neurotubo e demonstraram
que a aplicacdo de um campo de corrente elétrica melhora a regeneracao neural. Embora hi
muito se tenha conhecimento de que campos elétricos “in vitro” orientam e aceleram o
crescimento de nervos (Jaffe, 1979; Patel; Poo, 1982), esse foi o primeiro estudo sobre o
efeito de campos bem orientados e localmente aplicados em um modelo cirdrgico de lesdao
neural. Apesar de este dispositivo ter promovido crescimento em termos histolégicos, a sua
eficédcia funcional ainda nao foi comprovada.

Walton et al., em 1989, descreveram estudos com o uso de enxertos de veia no reparo de
lesdes de nervos digitais compardveis aos controles (enxertos de nervo), havendo resultados
superiores aos controles em intervalos de até 10 mm (Chiu et al., 1982; Rice; Berstein, 1984).
Essa técnica apresenta a desvantagem de ser mais susceptivel ao colapso das paredes do vaso.

Estudos mais atuais t€m sido realizados na tentativa de desenvolvimento de tubos
sintéticos reabsorviveis, entre eles, os de poliglactina (Molander et al., 1982; Molander et al.,
1983; Costa, 2001) e diferentes tipos de dcido hialurdnico (Brunelli, 1991).

A regeneracdo neural no interior de tubos de poliglactina foi relatada em 1990 por
Mackinnon e Dellon e por Costa et al. em 2006. Hentz et al., em 1991, apresentaram um
estudo comparativo entre a sutura primdria e a tubulizacdo fascicular com tubos de dcido
poliglicélico, concluindo ndo haver diferencas significativas entre os grupos. A associag¢do do
tubo de 4cido poliglicélico foi feita com FK506, ndo havendo diferencas significativas com a
auto-enxertia (Costa et al., 2006).

Keeley, em 1991, realizou estudo com tubos de carbonato de trimetileno glicélico e, em
1993, Robinson et al. apresentaram bons resultados com uma prétese de poliuretano

biodegradavel contendo ACTH4-9.
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Em 1999, Hazari et al., realizaram estudo experimental em ratos com um tubo de poli-3-
hidroxibutirato (PHB); no entanto, obtiveram resultados piores se comparados aos do auto-
enxerto, relacionando-os com a falta de propriedades celulares do mesmo.

Brunelli et al., em 1993, realizaram estudo com condutor venoso preenchido com
miusculo fresco autégeno e demonstraram qualidade superior dos resultados para distancias
até o dobro dos condutores preenchidos em relacdo aos tubos vazios.

Recentemente, alguns autores mostraram experimentalmente vantagens do uso de veia
invertida (ao avesso) em relacdo ao enxerto tradicional de veia (Wang et al., 1993) e também
quando comparado com os tradicionais enxertos de nervo (Wang et al., 1995). Segundo estes
trabalhos, os enxertos de veia invertida possuem algumas vantagens tedricas. Foi
demonstrado que coldgeno e laminina promovem a regeneracdo neural (Colin; Donoff, 1984;
Lander et al., 1985; Valentini et al., 1987; Eppley; Delfino, 1988; Muller, 1988; Takahashi et
al., 1988; Ide et al., 1990; Bryan et al., 1993; Giorgio et al., 1993). A parede da veia é
composta de trés camadas: a camada endotelial contém uma lamina basal rica em laminina, a
camada média é composta de musculo que também € rica em laminina e a camada adventicia,
rica em coldgeno. Invertendo a orientacdo normal da veia, ocorre uma melhor exposi¢do dos
axonios ao coldgeno existente na camada adventicia. Além disso, a camada adventicia
posicionada internamente previne com maior eficiéncia o colapso da veia (Mattar et al., 1990;
Wang et al., 1993), principal fator que prejudicaria sua utilizacao (Walton et al., 1989; Chiu;
Strauch, 1990; Tang et al., 1993).

Resultados semelhantes foram encontrados com artérias invertidas (Rodrigues; Silva,
2001). Entretanto, a parede das artérias € mais rigida que a das veias, levando a maior
compressao no nervo e hipdxia, impedindo a regeneracdo (Causey; Palmer, 1949; Barcelos et
al., 2003). O tubo de veia quando comparado ao arterial apresenta uma melhor organizacao
das fibras axonais (Barcelos et al., 2003).

O politetrafluoroetileno (PTFE) foi utilizado clinicamente por Stanec para reconstru¢ao
de defeitos de até 4 cm com boa recuperagdao motora e sensitiva (Stanec, 1998)

Em 1999, Braga-Silva relatou 26 casos de pacientes que foram submetidos a reconstru¢ao
de nervos das extremidades superiores com tubos de silicone em defeitos de até 5 cm de
comprimento. Na maioria dos casos a regeneracdo foi satisfatéria, mas sete casos foram

reoperados para retirada dos tubos.
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No ano de 2000, Kitahara et al. demonstraram, em estudo experimental em gatos,
resultados semelhantes aos do auto-enxerto com a utilizagdo do tubo de coldgeno obtido de
pele suina, sugerindo a possibilidade de um reparo alternativo de lesdes neurais de até 2 cm.

Em 2001, Hadlock demonstrou a possibilidade da reconstru¢do de nervos em ratos pela
confec¢do de tubos constituidos de monocamadas de células de Schwann em defeitos de 7
mm. O mecanismo de auxilio das células de Schwann na neuroregeneracdo permanece pouco
elucidado. Acredita-se que estas células elaboram substincias neurotréficas apos a lesdo como
o NGF e outras proteinas que tém efeito sobre o cone de crescimento, como, por exemplo, a
integrina (Scarpeni et al., 1993).

Pacientes adultos submetidos a reconstru¢do com sutura borda-borda e a utilizacdo de
enxertos de nervos obtiveram resultados considerados excelentes em uma taxa que variou de 0
a 69% (Schlosshauer et al., 2006). A necessidade de que se melhore essa taxa impulsionou a
medicina no sentido de se desenvolver novas técnicas, determinantes na eventual melhora da
funcdo (De Medinaceli, 1989). O aprimoramento da utilizacdo de tubos é um método que
potencialmente pode melhorar os resultados funcionais.

Os tubos apresentam quatro pontos de melhora em potencial:

Primeiro, o resultado de inimeros estudos sugere que os axdnios em regeneracao sao
capazes de se alinhar como resultado da acdo de fatores neurotrépicos e neurotréficos (Weber
et al., 1996; Mackinnon et al., 1986). Dessa forma, o crescimento do nervo confinado ao tubo,
teoricamente permite que esses fatores de crescimento atuem de maneira mais concentrada, de
modo a levar a um maior alinhamento entre os cotos proximais e distais, quando comparado
com o que pode ser conseguido utilizando-se técnicas visuais (sutura borda-borda ou enxertia)
para reparo de lesdes neurais (Koerber et al., 1978).

Segundo, a utilizagdo de tubos elimina a necessidade de enxertia de pequenos enxertos de
nervo (Dellon; Mackinnon, 1988). O sural é o nervo mais comumente retirado como doador
para enxertia, no entanto, o seu uso nao € feito sem morbidade. Staniforth e Fisher (1978)
demonstraram em seu estudo, que 44% de seus pacientes queixavam-se da perda de
sensibilidade da parte lateral do pé e tornozelo, enquanto 42% de seus pacientes reclamavam
de parestesia na panturrilha e 16% de dor intensa nessa regido. Ortiguela et al. (1987)
reportaram que 6,1% dos pacientes apresentaram sintomas relacionados com a presenca de
neuromas na perna doadora e 9,1% dos pacientes ndo ficaram satisfeitos com a alteracdo da
sensibilidade no pé. Rappaport et al. (1993) mostraram que 10% dos pacientes que retiraram o

sural como enxerto de nervo evoluiram com infec¢do na drea doadora, 12% apresentaram
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cicatrizacdo retardada e 5% dor crOnica nas dreas em que o sural € responsdvel pela
sensibilidade; tais autores observaram um total de 27% de taxa de complicagdes. Na literatura,
outros autores, em seus estudos, demonstraram a incidéncia de dor considerdvel e parestesias
que variavam de 10 a 21% (Dyck; Lofgren, 1968; Poburski et al., 1985; Perry; Bril, 1994).

Terceiro, como o tubo pode ser utilizado como alternativa ao enxerto de nervo para
corre¢do de pequenos defeitos, o cirurgido pode debridar, de maneira mais intensa, as bordas
do coto proximal e distal, para diminuir a formacdo de cicatrizes indesejdveis e assim
promover a melhora na funcdo. Um dos motivos do insucesso no tratamento de lesdes neurais
¢ a falha do cirurgido em ressecar menor quantidade de tecido das extremidades para que se
possa facilitar a reconstru¢do (Dellon, 1995). Esse fato for¢a o ax6nio a se regenerar através
de cicatrizes levando a um decréscimo de sua fun¢cdo. Em contrapartida, caso o cirurgido opte
pela ndo realizacdao do enxerto, mesmo com a presenga de perda de substancia neural, a sutura
serd realizada sob tensdo, o que diminui a regeneracdo axonal (Terzis et al. 1975; Millesi,
1981).

Quarto, o melhor confinamento das fibras em regeneracdo, a reducdo da reacdo
inflamatoria e da formagao de tecido cicatricial no local de reparo, propicia, teoricamente,
uma maior facilidade de conexao entre os cotos do nervo seccionado e, conseqiientemente,
uma melhoria na func¢do (Dellon; Mackinnon, 1988; Pham et al., 1991).

O conceito de camara teve seu renascimento hd aproximadamente duas décadas, a partir
da demonstragcdo de que um nervo era capaz de se reconstituir a distancias consideravelmente
grandes por meio de um tubo mesotelial (Keeley et al., 1993), e de que um tubo de silicone,
quando interposto entre as extremidades da lesdo, poderia ser usado para coletar fatores
neurotréficos sintetizados em ambos os segmentos do nervo (Brunelli et al., 1993). A cidmara
mostrou ser uma ferramenta excelente para o estudo dos fendmenos celulares e bioquimicos
envolvidos na regeneracdo neural (Swan, 1941; Robinson et al., 1993).

O processo de regeneragdo ao longo desses tubos comeca com a exsudacao de um liquido
acelular no interior da camara, formando uma matriz sobre a qual células de Schwann,
fibroblastos e capilares crescem para criar um novo tronco com uma aparéncia semelhante ao
normal. O grau de exsudacdo, de difusdo de fatores de crescimento e nutrientes € limitado
pela permeabilidade do material do qual o tubo é composto (Costa, 2001).

Parece que os axdnios sdo capazes de se alinhar em resposta a fatores neurotropicos
quando no interior de tubos e crescerem para preencher o espago entre o coto proximal e

distal. Estes fatos sugerem que a utilizagdo de tubos poderia melhorar os resultados quando
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comparamos a sutura borda-borda ou a enxertia de nervo. A regeneracdo por meio de tubos ja
foi demonstrada em vdrios tipos de modelos animais (Chiu et al., 1982; Lundborg et al., 1982;
Molander et al., 1982; Colin; Donoff, 1984).

Estudos nessa linha tém envolvido materiais biolégicos como tubos mesoteliais (Bignami
et al., 1984; Brunelli et al., 1993), tubos amnidticos (Mohammad et al., 2000), vasos (veia,
veia invertida, veia associada ao musculo)(Ballance; Duel, 1932; Fawcet; Keynes, 1986), ou
materiais ndo-bioldgicos de natureza ndo-reabsorvivel - politetrafluoroetileno-Gore-Tex
(Garrity, 1955); silicone (Ashur et al., 1987; Madison et al., 1988; Spector et al., 1991) ou
reabsorvivel - poligalactina (Fields, 1989; Molander et al., 1983; Seckel et al., 1984), ja
citados anteriormente.

Os tubos sintéticos, compostos de materiais absorviveis, t€m mostrado melhores
resultados funcionais tardios, quando comparados aos tubos de material ndo-absorvivel
(Madison, 1987; Nyilas et al., 1983).

Mackinon e Dellon (1990) foram os primeiros a estudar a regeneragao em macacos com a
utilizacdo de tubos absorviveis de varios tamanhos , comparando resultados eletrofisiologicos
da utilizacdo de enxertos e tubos de 4cido poliglicélico (Dellon; Mackinnon, 1988). O estudo
demonstrou que a regeneracdo periférica do primata pode ser conseguida por meio da
utilizac@o de tubos apropriados em defeitos de até 3 cm.

Estudos recentes estabeleceram o tubo de acido poliglicdlico (tAPG), material artificial
absorvivel, como alternativa para enxertia de nervo (Rosen et al., 1983; Dellon; Mackinnon,
1988; Mackinnon; Dellon, 1990; Pham et al., 1991).

Existem estudos convincentes que desencorajam o uso de tubos ndo-absorviveis, porém,
os estudos a respeito do uso de tubos de silicone continuam (Ashur et al., 1987; Madison et
al., 1988; Spector et al., 1991; Braga-Silva, 1999).

O tubo de silicone, utilizado em muitos estudos, tem como resultado de sua permanéncia
e tubulizacdo por longos periodos de tempo, uma compressao localizada, com conseqiiente
diminuicdo da regeneracdo axonal (Mackinnon et al., 1984; Mackinnon et al. 1985;
Mackinnon; Dellon, 1986).

A tubulizacdo desperta grande interesse no ambito experimental, devido ao fato de
permitir a retirada de amostras de axonios em regeneracdo e possibilitar a introducao de
fatores neurotréficos e outros adjuvantes em altas concentragdes no sitio de lesdo. Este fato é

ilustrado pelos estudos de Chen et al. (1989) e Rich et al. (1989), que demonstraram uma taxa
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de regeneracdo aumentada em animais, nos quais foi introduzido NGF no interior da camara
de tubulizacgdo.

As caracteristicas atribuidas aos tubos permitem o desenvolvimento de um grande
nimero de pesquisas nesta drea, objetivando a obtencao de resultados melhores quando da

lesdo neural e a diminui¢do do ndmero de seqiielas observadas.

2.2.3INOVACOES

Sabe-se que o reparo tecidual requer uma complexa interagdo entre células, matriz
extracelular e fatores tréficos, sendo todos importantes elementos envolvidos na regeneracio
nervosa. Consequentemente, a terapia celular e a engenharia de tecidos vém recebendo grande
atencao nas ultimas décadas, e sdo amplamente utilizadas em diferentes areas (Sebben et al.,
2011).

As células de Schwann autélogas sdo comumente utilizadas na regeneracao nervosa. A
adicao de células de Schwann em tubos sintéticos auxilia a regeneracao em defeitos de nervo,
mas apresenta uma recuperacio inferior quando comparado ao enxerto autélogo (Sinis et al.,
2007; Sebben et al.,2011).

As células-tronco tém sido estudadas por muitos pesquisadores (Mimura et al., 2004; di
Summa et al., 2010; Walsh; Midha, 2009). As células-tronco embrionarias, assim como as
obtidas a partir de tecido cerebral adulto, sdo capazes de sofrer expansdo e diferencia¢dao
neuronal “in vitro” e “in vivo”. Porém, a dificuldade de obten¢do destas células impede seu
uso clinico, o que estimulou a busca por células que sejam hédbeis em diferenciar-se em
linhagens neuronais (Safford et al., 2002).

Uma fonte alternativa e viavel de células-tronco mesenquimais € a medula 6ssea. Células
adultas derivadas da medula 6ssea sao multipotentes e podem se diferenciar em linhagens de
origem mesodermal (Abdallah; Kassen, 2008). Essas células também tém a capacidade de
diferenciacdo neuronal in vitro, o que torna possivel a sua utilizacdo no reparo de nervo
periférico (Keilhoff et al., 2006). A combinacdo de células mesenquimais da medula Ossea
com as técnicas de tubulizacdo com materiais absorviveis aumenta a regenera¢do nervosa e a

recuperacdo funcional de nervo cidtico em camundongos (Oliveira et al., 2010). Essas células
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N

foram utilizadas na pratica clinica em lesdes de nervo ulnar associadas a técnica de
tubulizacdo apresentando resultados satisfatorios (Braga-Silva et al., 2008). Entretanto, a
obtencao de células mesenquimais da medula 6ssea apresenta limitacdes. Além da obtencdo
dessas células ser realizada com aplicacdo de anestesia peridural ou geral, o procedimento é
muito doloroso e a quantidade adquirida de células muitas vezes ndo alcanca o nimero
necessdrio (Xu et al., 2008).

Outra fonte de células-tronco mesenquimais € o tecido adiposo. Sdo células com ampla
disponibilidade e de fécil coleta (Gimble et al., 2007). Kingham et al. ( 2007) relataram que as
células mesenquimais do tecido adiposo sao capazes de se diferenciar em células semelhantes
as células de Schwann, quando cultivadas junto a uma combinacio de fatores tréficos gliais.
As células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo apresentam resultados
semelhantes as derivadas da medula dssea “in vivo” (Zhang et al., 2010). Entretanto, devido a
facilidade na sua coleta e abundante quantidade de células disponiveis em depdsitos
subcutineos, estas sdo apontadas como uma melhor alternativa para a aplicacdo clinica (di
Summa et al., 2010).

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido estudado na regeneracao de nervo periférico.
O PRP ¢ derivado de sangue autélogo e possui um volume de plasma com concentra¢iao
plaquetdria cerca de cinco vezes acima dos niveis fisiologicos (Marx, 2001). As plaquetas que
constituem o PRP sdo capazes de liberar diversos fatores de crescimento fundamentais para a
cicatrizacdo de lesdes (Thorwarth et al., 2006). Em estudos experimentais, o PRP foi utilizado
em lesdes de nervos periféricos, promovendo a remielinizagdo em nervo facial (Farrag et al.,
2007) e nervo cidtico de ratos (Sariguney et al., 2008). Os dados na literatura sobre o efeito do
PRP na regeneracdo de nervo periférico sdo escassos, o que estimula a busca por informagdes
mais precisas sobre sua atuacao.

Na década de 1980, na tentativa de diminuir a morbidade da area doadora, varios autores
descreveram a reconstrucao neural utilizando aloenxertos neurais, entretanto, os resultados
foram limitados (Sugita et al., 2004). A ciclosporina foi utilizada para a imunossupressao,
tanto em casos experimentais como clinicos (Tuma Jr., 1997; Zalewski; Gulati, 1982;
Mackinnon et al., 2001). Apds a suspens@o da imunossupressdo ocorre uma desmielinizacao
secundéria das fibras regeneradas e possivelmente uma rejeicdo das células de Schwann
doadoras (Yu et al., 1989).

Mesmo com os resultados iniciais pouco animadores, o transplante alégeno de nervo

continua sendo estudado como alternativa ao reparo neural. Vérios protocolos para diminuir a
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imunogenicidade t€ém sido propostos, podendo ser divididos em quatro categorias: 1. Métodos
de pré-tratamento (preservagdo); 2. Método de correspondéncia a histocompatibilidade; 3.
Imunossupressao e 4. Estratégias de inducdo a tolerancia (Siemionow; Sonmez, 2007).

A primeira série clinica de transplante de nervo utilizou a imunossupressio pos-
operatdria com ciclosporina, prednisona, azatioprina e FK 506 O tratamento imunossupressor
fol mantido por 18 a 26 meses. Nao houve casos de rejeicdo nos pacientes tratados
adequadamente (Mackinnon et al., 2001).

O nervo preservado em glicerol foi utilizado para a reconstru¢do de nervo em ratos
apresentando resultados semelhantes ao auto-enxerto. Esse método torna o aloenxerto livre de
sua parte celular (Lemos et al., 2008).

Aloenxerto acelulares de nervo, que contém a matriz exracelular natural sem as células
nativas, sdo uma outra alternativa ao auto-enxerto. Essa modalidade tem sido utilizada para
estudar o papel dos componentes da matriz extracelular na regeneracao neural e sdo uma
alternativa para estudos futuros (Rodriguez et al., 2000; Sem et al., 2005; Siemionow;

Sonmez, 2007).

2.3 PRESERVACAO DE TECIDOS EM GLICEROL

A conservagdo de tecidos representa um desafio ao conhecimento humano desde a
antiguidade. A primeira descricdo de um método de conservagdo ou preservacdo de tecidos
foi por meio das técnicas artesanais egipicias de embalsamento, relatadas pelo historiador
grego Herddoto de Halicarnasso em aproximadamente 450 a.C. Esse procedimento foi
utilizado pelos egipcios ao longo de aproximadamente 1500 anos, com cerca de 10 milhdes de
cadaveres conservados (Dicolo, 1910).

Nas metodologias atuais, os tecidos humanos t€ém sido conservados também pelo uso do
glicerol (Polge et al., 1949; Pigossi, 1967).

O glicerol (1,2,3 propanotriol), também conhecido como glicerina, é um 4lcool triidico de
féormula molecular C3HgOs, liquido semi-viscoso, incolor, transparente, de leve odor, sabor
adocicado, com peso molecular de 92,09. E miscivel em agua e dlcool, sendo insolivel em

cloroférmio, éter, 6leos fixos e volateis (Bravo et al., 2000).
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O glicerol foi utilizado inicialmente na preservacdo de pecas anatdmicas, tendo sido
Laskowski, em 1886, o pioneiro no uso desse dlcool. Na época, ele recebeu o prémio da
Academia de Ciéncias de Caen por tal procedimento.

Outros autores adotaram esse método, porém foi com Giacomini que se tornou mais
divulgado, pois ele fez uso do glicerol para conservacdo de pecas anatdmicas do sistema
nervoso (medula e encéfalo), bem como para uso complementar em refrigeracdo de cadaveres
(Richters et al., 1997).

O glicerol a 20% foi aplicado na conservacao de derme autdloga, usada como implante e
ndo apresentou infec¢do (Crawford, 1957). Também foi utilizada na preservacao de escleras a
temperatura ambiente. Em 34 implantes, 28 ndo apresentaram rejeicdo, tornando-se nesta
época, o método preconizado por conta dos bons resultados (Sabates, 1967).

Pigossi, em 1967, introduziu a conservagao de tecidos com o uso de glicerol a partir de
experimentos com dura-méter homoéloga, armazenada a temperatura ambiente como substituto
dural, tendo-a utilizado em 15 cdes que tiveram boa evolugdo clinico-cirdrgica. Pigossi
relatou neoformagdo vascular nos implantes, auséncia de contaminagdo, auséncia de formagao
de granulomas de corpo estranho e auséncia de resposta imune local, sendo a dura-méter
material apropriado a implantes durais, mantendo inclusive caracteristicas como resisténcia a
tracdo e conservacdo da textura (Pigossi, 1964; Pigossi, 1967; Pigossi et al., 1971; Pigossi;
Marques, 1973).

O uso de dura-mdter conservada em glicerol foi importante principalmente em cirurgia
reconstrutora oncoldgica, para reparacdo de grandes perdas de tecido, na restauracao do
soalho pélvico (Cavalcanti et al., 1974), na correcao de fistula jejunal recidivada (Haddad et
al., 1973), no fechamento de comunicacao interatrial (Stolf e Zerbini, 1972), na corre¢cdo de
hérnia diafragmatica (Stolf e Zerbini, 1974), no tratamento de hérnias incisionais (Lex; Raia,
1970), em timpanoplastias (Minitti et al., 1968), em reparacdes ortopédicas (Nogueira;
Pigossi, 1973), na restauracdo do anel diafragmatico (Raia et al., 1974) e da parede toricica
(Stolf, 1978) e na fabricacdo de valvulas cardiacas (Puig; Verginelli, 1971).

Estudos subseqiientes avaliaram a manutencdo de varias propriedades imunoldgicas da
dura-mater conservada em glicerol a temperatura ambiente (Fiolova, 1976). Foi utilizada na
restauragdo de aorta abdominal em 19 cades, que ndo apresentaram estenose, trombose ou
deiscéncia local (Castagna, 1972). Nas perfuracdes timpanicas em ratos apresentaram
crescimento tecidual sobre os implantes (Minitti et al., 1968). E para preservar ossos e

cartilagens em oito cdes, sendo que somente em um espécime houve desprendimento parcial
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do implante (Marques et al., 1977). Essa metodologia teve seu uso na preservacao de dura-
mater heter6loga obtida de porcos e aplicada em proteses valvulares (Gomes et al., 1977),
bem como em substituto dural (Marques et al., 1978) e aponeurédtico (Marques et al., 1979).

O uso atual de maior expressdo do glicerol ocorre na preservacdo de pele homdgena
cadavérica para o uso de enxertos tempordrios no tratamento de queimaduras, por meio da
organizacdo e manutengdo de bancos de pele e tecidos (Granger, 1981; Friedmann, 1986;
Doughty et al., 1996; Hansbrough, 1992; Ghosh et al., 1997; Farrington et al., 2002).

A técnica de preservagdo de pele de caddver em glicerol foi aplicada inicialmente com
sucesso por Hoekstra et al. no comec¢o dos anos 80, impulsionados pela insatisfacdo dos
resultados obtidos com a criopreservacdo. Os homoenxertos de pele de doador caddver foram
usados clinicamente no Red Cross Hospital em Beverwijk (Holanda) em 1983. Seguidos
relatos provenientes deste centro encorajaram e popularizaram esta metodologia em toda a
Europa (Hoekstra et al., 1994).

Durante anos de desenvolvimento, as concentracdes de glicerol e o periodo de incubacao
foram testados e estabelecidos empiricamente. Foi notado que altas concentra¢des de glicerol
(85%) combinadas com curtos periodos de incubagao induziam a uma rapida desidratagao dos
enxertos de pele homodlogos, resultando em uma estrutura de aspecto semelhante a um
pergaminho inadequado para o uso clinico, pela baixa resisténcia. Preservagdes iniciadas com
baixas concentragdes (50%) provaram ser mais adequadas.

A metodologia estabelecida pelo Banco de Pele Europeu (“Euro Skin Bank™) foi
realizada empiricamente, e é extensivamente utilizada por esta instituicdo ha varios anos
(Meek, 1963; Hermans, 1989; Kreis et al., 1989; Kreis et al., 1993; Schiozer et al., 1994).
Neste protocolo, o material passa primeiro por uma imersao em solugdo de glicerol a 50% por
quatro horas na temperatura ambiente, depois passa a outra solugdo de glicerol, a 70% por trés
horas a 33°C e, finalmente, numa solugdo de glicerol a 85% por outras trés horas a 33°C.
ApOs os trés estdgios, o material é estocado a 4°C.

O glicerol é capaz de desidratar o tecido, removendo a maior parte da dgua intracelular
sem, contudo, alterar a concentragdo i0nica das células, sendo um eficiente fixador e protetor
da matriz tecidual, pois inviabiliza as células locais, porém mantém a arquitetura local
(Richters, 1996).

A auséncia de reagdes inflamatérias agudas dos implantes indica a baixa antigenicidade
do transplante obtido por este meio de conservagdo (Richters et al., 1996; Richters et al.,

2002) que possui propriedades antibactericida e antiviral (Van Baare et al., 1994; Marshall et
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al., 1995; Van Baare et al., 1998), inclusive para a eliminacao do virus HIV (Cameron et al.,
2000).

O glicerol também diminui severamente a antigenicidade, é de facil manipulagdo e baixo
custo, sendo o método ideal para instituicdes que nao dispdoem de grandes recursos (Ferreira;
Herson, 2000; Herson et al., 2002).

Wolff e Dienemann (1990) compararam o uso de veias e artérias aldgenas preservadas
em glicerol com a liofilizagdo para reconstrucdo de vasos em microcirurgia. Concluiram que
os enxertos preservados em glicerol podem ser utilizados para reconstru¢ao microvascular,
entretanto, a liofiliza¢do ndo é um método aplicavel para este fim.

Em 1993, Wolff et al. preservaram enxertos alégenos de nervo femoral em ratos,
demonstrando achados encorajadores para este tipo de reconstrucao.

Fahner (2004) utilizou glicerol para preservacao de vasos sanguineos preservados em
ratos e avaliou a concentracdo do glicerol e o periodo de preservacdo de artérias adrticas,
utilizando uma série de baixas concentracdes (30, 50, 75%) e uma série de altas concentragdes
(70, 85 e 98%). Foram investigadas as alteracOes morfoldgicas e funcionais na parede desses
vasos. As caracteristicas biomecanicas da aorta do rato, como resisténcia, bem como a
estrutura da matriz extracelular da mesma encontram-se preservadas. Nao houve preservacao
de nenhum tipo celular local, o que é uma vantagem, pois as células endoteliais sdo as
responsaveis pelo componente imunogénico do transplante arterial. Isso torna a conservacao
de tecido vascular em glicerol um método vantajoso em relagdo a outros métodos de
preservagdo, justamente pela baixa imunogenicidade dos tecidos tratados com esta solucao e
conservacgdo de propriedades mecanicas.

O Banco de Pele da Disciplina de Cirurgia Plastica e Queimaduras da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo utiliza-se, de maneira empirica, a exemplo de varios
outros centros de tratamento e estocagem de pele e tecidos, de uma imersdo prévia de trés
horas em glicerol a 50%, seguida pela estocagem em glicerol a 85% em temperatura de 4°C,

para pele, amnion e cartilagem (Herson, 1986; Ferreira; Herson, 2000; Herson et al., 2002).
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3. METODOS

3.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 24 ratos machos da raca Lewis, com peso variando de 200 g a
300 g, e idade ao redor de oito semanas. Com técnica microcirirgica, foram criados
defeitos de 5 mm nos nervos fibulares da pata direita dos animais. Os animais foram
divididos em quatro grupos de seis, de acordo com o tratamento empregado para
correcdo do defeito.

Nos animais do Grupo A (auto-enxerto), os defeitos foram corrigidos pelo
reposicionamento do fragmento de nervo retirado, mantendo-se a orientacao original.

Nos animais do Grupo B, foi interposto segmento de 10 mm de veia autégena
coletado da veia jugular externa direita do mesmo animal. Estas veias ndo foram
submetidas a nenhum tratamento.

Nos animais do Grupo C, foi interposto segmento de veia semelhante ao Grupo B,
sendo o mesmo submetido a preservacao em glicerol por um periodo de sete dias.

Nos animais do Grupo D, os defeitos foram corrigidos por meio de enxertos de
veias al6genas extraidas de ratos da raca Sprague-Dawley e preservadas em glicerol de
forma semelhante aos do Grupo C.

Os animais foram sacrificados seis semanas apds a cirurgia de corre¢do do nervo
fibular para realizacdo dos estudos histologicos. A avaliagdo da recuperagdo funcional
foi feita por meio da técnica de andlise dos padrdes das pegadas impressas pelas patas
posteriores dos ratos (“walking track analysis”), nos periodos pré-operatério, pds-
operatério imediato, na terceira semana de pos-operatério € no momento do sacrificio
(seis semanas) (Tabela 1).

Para a realizacdo da pesquisa houve aprovacio da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.
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Tabela 1 - Caracterizacdo dos grupos experimentais com a distribui¢do dos
animais de acordo com o tratamento, sendo mantido o tamanho do
defeito (5 mm), o periodo de estudo e o nervo operado

GRUPO DEFEITO TRATAMENTO MOMENTO DO NERVO
SACRIFICIO

A 5 mm Auto-enxerto Seis semanas fibular
n=6 (controle)

B 5 mm Veia autégena Seis semanas fibular
n=6 (10 mm)

C S mm Veia autdgena Seis semanas fibular
n=6 + glicerol
(10 mm)

D 5 mm Veia alégena Seis semanas fibular
n=6 + glicerol
(10 mm)

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Em todos os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados utilizando-
se pentobarbital s6dico, na dose de 50 mg/kg por via intraperitonial (Arras et al., 2001).

Os animais dos Grupos B, C e doadores de enxertos de veia para o Grupo D (ratos
Sprague-Dawley) foram posicionados em decubito dorsal horizontal e submetidos a
tricotomia da porg¢ao anterior cervical (Figura 1). Por meio de uma incisdo paramediana
de 2,5 cm na face anterior cervical, foi exposta a veia jugular externa direita (Figuras 2 e
3). Com o auxilio de microscépio cirdrgico Zeiss (com aumento de trés vezes) e
instrumental microcirigico, foram ressecadas as veias com uma extensao de 10 mm. Os
cotos distal e proximal foram ligados com fio de sutura absorvivel de Vicryl 5.0
(Ethicon®). A sutura da pele foi feita com fio monofilamentar de nylon 6.0 (Ethicon®)

com agulha 3/8 cortante de 13 mm.
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MARCACAO PAR

INCISAO LINHA
PARAMEDIANASE MEDIANA
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Figura 1 - Rato posicionado apods realizagdo de tricotomia cervical. Linha mediana e
linha paramediana cervical para realizacdo da abordagem cirtrgica e coleta
da veia jugular externa direita (2X)

Figura 2 - Representacao da disseccdo da regido cervical do rato. Veia jugular externa e
suas relacdes com a musculatura cervical. M: musculo masseter; D: musculo
digastrico; VJE: veia jugular externa; MSH: musculo esternohiodeo; VFP:
veia facial posterior; VFA: veia facial anterior; MC: miusculo
clavotrapezéide; MEM: musculo esternocleidomastoideo
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Figura 3 - Veia jugular externa direita exposta em todo o seu trajeto cervical apds
disseccao dos linfonodos cervicais (LINF) e da glandula submandibular
(GSM). A veia jugular externa (VJE) atravessa o miusculo
esternocleidomastoideo (MEM) em sua porcao inferior (4X)

Para a abordagem do nervo fibular os animais foram posicionados em dectbito
ventral sobre uma mesa e submetidos a tricotomia da pata direita. Por meio de uma
incisdo na face posterior da pata direita, foi afastada a musculatura até se obter a
exposicao do nervo cidtico em sua por¢ao média até a porcdo distal de seus ramos:
nervo fibular, sural e tibial (Figuras 4 e 5). Utilizando o mesmo material microcirdrgico
da dissec¢do das veias jugulares, foram ressecados segmentos de nervo fibular, de modo
a se produzir defeito de 5 mm de extensdao a 5 mm distalmente da divisdo do nervo

cidtico (Figuras 6, 7 e 8).
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Figura 4 - Representacdo do nervo cidtico (NC) desde sua porcao média até a por¢do
distal de seus ramos: nervos fibular (NF), sural (NS) e tibial (NT)

Figura 5 - Abordagem cirtrgica do nervo cidtico apds afastamento da musculatura.
Exposi¢do do nervo cidtico (NC) em sua por¢do média e a divisdo em seus
trés ramos: fibular (NF), sural (NS) e tibial (NT) (4X)
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Figura 6 - Representacdo da padronizacdo da ressec¢do do defeito do nervo fibular
(NF). O defeito € realizado a 5 mm da divisdo do nervo ciatico (NC) tendo
comprimento de 5 mm. NS: nervo sural; NT: nervo tibial

- s —

Figura 7 - Representacdo da retirada do enxerto de nervo fibular de 5 mm antes de seu
reposicionamento. NC: nervo cidtico; NF: nervo fibular; NS: sural; NT:
tibial; NFS: segmento do nervo fibular
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Figura 8 - Visualizacdo do segmento de nervo fibular (NFS) de 5 mm. Criacdo do
defeito de 5 mm com afastamento do coto proximal (NFp) e distal do nervo
fibular (NFd) (4X)

No Grupo A (grupo controle), o segmento ressecado foi ressuturado em sua
posicao (funcionando como um enxerto de nervo autégeno), com 4 pontos epineurais
separados de fio monofilamentar nylon 10.0 (Ethicon®) com agulha BV-6 (Figuras 9 e
10).
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Segmento Reposicionado

Figura 9 - Representacdo da auto-enxertia de nervo fibular em sua posi¢do prévia e
fixagdo com sutura microcirurgica

Figura 10 - Foto da auto-enxertia do nervo fibular apos criagdo de defeito de Smm e sua
fixacdo com sutura microcirdrgica (4X)

Nos animais do Grupo B, a veia jugular foi suturada ao nervo por meio de 1 ponto
em “U” de fio monofilamentar nylon 10.0 (Ethicon®) com agulha BV-6, passado em

cada extremidade da seguinte maneira: de fora para dentro na veia, atravessando o
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epineuro no coto do nervo e voltando na veia de dentro para fora, devendo a veia cobrir
2,5 mm de cada coto do nervo (Figuras 11 e 12).

Nos animais do Grupo C, a veia foi extraida e permaneceu estocada em tubo
individual identificado com 20 ml de solucdo de glicerol a 50% e refrigerado em
temperatura de 4°C por periodo de 24 horas. Apds este periodo, os nervos foram
transferidos para tubos com solucdo de glicerol a 98%, permanecendo por sete dias.
Antes da realizacdo da enxertia as veias foram mantidas em solucdo de soro fisiologico

a 0.9% por 30 minutos. A enxertia utilizou a mesma técnica de interposi¢do da veia

aplicada no Grupo B.
N
’ NC ,‘f,.::— — NS ¢
- -
\ > e NF'
Sufura da veia Jugulor L ‘F 5mm «‘7
2,5mm 5mm

Figura 11 - Representacdo da reconstru¢do com veia e seu posicionamento no nervo
fibular, mantendo-se 2,5mm da veia como cobertura dos cotos distal e
proximal. O defeito de 5 mm € mantido no interior da veia
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Figura 12 - Foto do posicionamento da veia e sua fixagdo com pontos microcirirgicos
para reconstrucao do defeito do nervo fibular (4X)

Nos animais do Grupo D, a veia jugular direita foi extraida de seis ratos da raca
Sprague-Dawley e permaneceu estocada em glicerol de forma semelhante ao Grupo C.
Antes da realizacdo da enxertia as veias foram mantidas em solucao de soro fisiolgico
a 0.9% por 30 minutos. A enxertia utilizou a mesma técnica de interposi¢do da veia

aplicada nos Grupos B e C (Figura 13).
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Figura 13 - Fotos da veia jugular ap6s coleta imediata da regido cervical (A), apds sete
dias de preservacdo em glicerol (B) e aspecto final apds preservacdo em
glicerol por sete dias e hidratagdo em solucdo salina por 30 minutos (C)
(6X)

Apdés a manipulacdo do nervo, foi realizado o fechamento por planos da
musculatura e pele com pontos separados de fio monofilamentar de nylon 6.0
(Ethicon®) com agulha 3/8 cortante de 13 mm.

Ao término do procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
separadas, sob aquecimento, até total restabelecimento de suas fungdes vitais. Nos dias
subseqiientes, foram mantidos com agua e racao “ad libitum” até a data do sacrificio.

Os animais foram sacrificados apor meio de eutandsia com uma sobredose de
anestésico (pentobarbital sédico), por via intraperitonial. Os animais foram desprezados
em lixo bioldgico existente no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao

Paulo.
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3.3 AVALIACAO DA REGENERACAO NEURAL

O grau de regeneracao neural obtida foi avaliado mediante anélise de parametros

histolégicos e teste funcional.

3.3.1 ANALISE HISTOLOGICA

Para andlise histolégica foi colhido fragmento da porcdo média do segmento
interposto. O material foi fixado em solucdo de glutaraldeido a 2% e em solugdo de
tetréxido de 6smio a 1%, incluido em resina pura de peréxido de benzoila a 1% e
hidroxietilmetacrilato. Foram realizados cortes transversais de 2 micras de espessura,

corados com azul de toluidina a 1%.

3.3.1.1 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Nos cortes foi analisada a arquitetura geral do nervo regenerado, procurando-se
identificar o padrao geral de organizacdo do tecido neural dentro das veias, o grau de
remielinizacdo e de reorganizagdo axonal em fasciculos, a disposi¢cdo dos fibroblastos e
do tecido conjuntivo epiperineurais, a presenca de escape de fibras axonais para fora dos

limites do epineuro e a andlise da reacao tecidual.
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3.3.1.2 ANALISE HISTOLOGICA QUANTITATIVA

A observacgao histolégica quantitativa foi efetuada por microscopia de luz. As laminas
foram fotografadas com a camera fotografica digital da marca Nikon modelo Coolpix E
055, e transportadas para o computador, utilizando-se o software Sigma Scan Pro 5.0,
especifico para contagem celular. Os cortes histologicos foram submetidos a
digitalizagdo computadorizada para a realizacdo de contagem manual de axoOnios
mielinizados. A andlise estatistica comparativa entre os quatro grupos foi feita pelo
método ANOVA (andlise de variincia), seguida de comparacdes multiplas pelo método

de Tukey e com nivel de significincia (p<0.05).

3.3.2 AVALIACAO FUNCIONAL

N

O grau de recuperagdo funcional associada a regeneracdo neural obtida foi
avaliado pelo estudo dos padroes de deambulacdo dos ratos no pré-operatdrio € no pos-
operatdrio (imediato, trés semanas € no momento do sacrificio - seis semanas), por meio
da anélise das pegadas impressas pelas patas posteriores dos animais (“walking track
analysis”), de acordo com o método previamente descrito por De Medinaceli et al.
(1982) e modificado por Bain et al. (1989).

Os animais tiveram as patas traseiras mergulhadas em tinta azul, sendo entdo
colocados para andarem em um corredor sobre papel branco, de modo a deixarem suas
pegadas impressas. Foram medidas a distancia das impressdes entre o primeiro e quinto

dedos (extensdo dos dedos — ED) e o comprimento da pegada (CP) (Figura 14).
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CP = Comprimento da pegada
ED = ExtensGo dos dedos

Figura 14 - Demonstram-se na impressao da pata do rato as medidas necessarias para
quantificacdo do indice de fun¢do do nervo fibular

Esses dados foram usados para o célculo do indice de funcdo do nervo fibular

(IFF) de cada animal, utilizando-se a formula proposta por Bain et al. (1989):

IFF=174.9 x [(CPO - CPN) + CPN] + 80.3x[(EDO - EDN) + EDN] - 13.4

onde:

CPO = comprimento da pegada da pata operada

CPN = comprimento da pegada da pata normal

EDO = extensdo dos dedos da pata operada

EDN = extensdo dos dedos da pata normal

sendo:

IFF = pr6ximo a zero + 12 — fun¢do motora normal do nervo fibular

IFF = préximo a -100 = 12 — completa disfuncgao.

Na anélise estatistica, os dados referentes ao IFF, no pré-operatério, no pés-
operatério (imediato, 3 e 6 semanas), foram avaliados pela andlise de variancia com
medidas repetidas (tempo) e um fator (tratamento), seguida de compara¢gdes multiplas,

com nivel de significancia p<0.05.
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4. RESULTADOS

Durante as seis semanas do estudo, todos os animais mantiveram-se saudaveis, nao
tendo sido observada infeccdo da ferida cirdrgica, nem a presenca de udlceras plantares
neuro-distréficas.

No momento do sacrificio, o Grupo A (auto-enxerto), demonstrava,
macroscopicamente, enxertos intactos, sem neuromas visiveis nas linhas de sutura e
pouca aderéncia com tecidos adjacentes.

Os Grupos B (veia autégena), C (veia autdégena + glicerol) e D (veia alégena +
glicerol) apresentaram padrdes semelhantes em relagdo a macroscopia. Observou-se,
nesses grupos, pouca aderéncia entre as veias e os tecidos adjacentes, com uma fina
camada de tecido fibroso envolvendo externamente as veias. Ndo foram observados

neuromas nesses grupos ou colabamento das veias.

4.1 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Na andlise microscépica das laminas do Grupo A (auto-enxerto) o enxerto
apresentava-se delimitado por epineuro formado por células com perfil fusiforme.
Internamente ao epineuro, apresentava-se grande quantidade de axonios mielinizados,
com diametros variados e distribuidos de forma homogénea.

A reagdo tecidual em volta do enxerto foi maior se comparada com a dos demais
grupos. Foi detectado escape de fibras regeneradas para fora dos limites do epineuro nos
seis animais. Observou-se discreta quantidade de agrupamentos axonais € sinais de
degeneracdo walleriana (maior, se comparado aos Grupos B (veia autégena), C (veia

autdgena + glicerol) e D (veia al6gena + glicerol) (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15 - Grupo A (auto-enxerto): corte histolégico da por¢do média do nervo
regenerado com seis semanas de pds-operatdrio. Nervo constituido de um
unico fasciculo delimitado por perineuro e contendo grande quantidade de
axonios mielinizados (50X)

f~ 3"
=3
=t

Figura 16 - Grupo A (auto-enxerto): escape de fibras regeneradas para fora dos limites
do epineuro do auto-enxerto (200X)
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Figura 17 - Grupo A (auto-enxerto): grande quantidade de axodnios mielinizados no

auto-enxerto, com diametros variados e distribuidos de forma homogénea
(400X)

Nos seis animais do Grupo B (veia autégena) houve menor reagdo tecidual
perineural e menor quantidade de escape axonal que no Grupo A. Continham, em seu
interior, tecido com padrio de estroma neural, com grande quantidade de axonios
mielinizados, de didmetros variados, agrupados em minifasciculos de tamanhos
variados com dreas de pouca densidade axonal no estroma neoformado, contendo
apenas tecido conectivo.

As veias tinham aspecto circular sendo possivel discriminar o estroma neural
neoformado da estrutura da parede do vaso. Demonstrou-se a presenca de grande
quantidade de neoangiogénese no interior do nervo regenerado, fato este nao encontrado

no Grupo A (auto-enxerto) (Figuras 18, 19, 20 e 21).
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Figura 18 - Grupo B (veia autdgena): corte histolégico da por¢do média do nervo
regenerado com seis semanas de pds-operatério. O nervo € constituido de
um unico fasciculo delimitado por perineuro (50X)

Figura 19 - Grupo B (veia autégena): corte histolégico com presenca de pequena reacio
tecidual perineural e escape axonal fora dos limites do epineuro (200X)
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Figura 20 - Grupo B (veia autégena): grande quantidade de axdnios mielinizados, com
didmetros variados e distribuidos de forma homogénea. Entre os
minifasciculos hd grande quantidade de vasos neoformados em seu interior
(400X)

Figura 21 - Grupo B (veia autdgena): drea com pouca concentragdo de axonios e grande
quantidade de tecido conectivo entre fasciculos (400X)
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Nos Grupos C (veia autégena + glicerol) e D (veia alégena + glicerol) os achados
histolégicos foram semelhantes. Nos 12 animais, as veias tinham aspecto circular com
fasciculo unico, sendo possivel discriminar o estroma neural neoformado da estrutura da
parede do vaso. Continham em seu interior tecido com padrao de estroma neural, com
grande quantidade de axOnios mielinizados, de didmetros variados, agrupados em
minifasciculos de tamanhos variados e distribuidos de forma heterogénea, apresentando
tecido conjuntivo entre eles. No tecido neural, observou-se neoangiogénese de
intensidade menor do que no Grupo B (veia autégena). De forma semelhante ao Grupo
B (veia aut6gena) houve menor reacdo tecidual perineural e menor quantidade de escape

axonal quando comparado ao Grupo A (auto-enxerto) (Figuras 22, 23, 24 e 25).

Figura 22 - Grupo C (veia autégena + glicerol): corte histolégico da por¢do média do
nervo regenerado com seis semanas de pods-operatério. O nervo é
constituido de um unico fasciculo delimitado por perineuro. O estroma
neoformado preenche completamente o espaco dentro da veia (50X)
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Figura 23 - Grupo C (veia autégena + glicerol): grande quantidade de axdnios
mielinizados no auto-enxerto, com diametros variados e distribuidos de
forma homogénea (400X)

Figura 24 - Grupo D (veia al6gena + glicerol): corte histoldgico da porcdo média do
nervo regenerado com seis semanas de pés-operatorio. Presenca de fasciculo
unico. Pequena quantidade de reacdo tecidual perineural (50X)
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Figura 25 - Grupo D (veia alégena + glicerol): grande quantidade de axonios
mielinizados no auto-enxerto, com didmetros variados e distribuidos de
forma homogénea (400X)

Nao houve diferenca de didmetro nas fibras e no grau de mielinizacdo apresentados
pelos Grupos A (auto-enxerto), B (veia autdgena), C (veia autégena + glicerol) e D

(veia alégena + glicerol).

4.2 ANALISE HISTOLOGICA QUANTITATIVA

A média do ndmero de ax6nios mielinizados regenerados, desvio e erro padrdo de cada
grupo sdo apresentados na tabela 2 e representados no grafico 1 (média da contagem

axonal).
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Tabela 2 - Nimero de axonios mielinizados regenerados em relagdo ao tratamento
empregado com o desvio padrdo (DP) e erro padrao (EP)

NUMERO DE AXONIOS
Grupo Média DP EP
Auto-enxerto 2105,33 167,79 68,50
Veia autogena 1432,66 189,21 77,24
Veia autégena + glicerol 2125,50 205,10 83,73
Veia alégena + glicerol 2012,83 141,19 57,64

Grifico 1 - Nimero médio de axonios regenerados em relacao ao tipo de tratamento

2500
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1500 -

1000 -

500

Contagem Axonal Média

0

Auto-enxerto Veia autogena Veia autogena+ Veiaalogena +
glicerol glicerol

O grupo A (auto-enxerto) apresentou média de 210533 + 167,79 axdnios
mielinizados regenerados. No grupo B (veia autégena), foram observados em média
1432,66 £ 189,21 axonios mielinizados regenerados. No grupo C (veia autdgena +
glicerol), foram encontrados em média 2125,5 + 205,10 e no grupo D (veia alégena +
glicerol) 2012,83 + 141,19 ax6nios mielinizados regenerados.

Utilizando-se os dados apresentados pelos grupos em relacdo ao nimero de axonios
mielinizados regenerados ap6s 6 semanas, através do teste de ANOVA (andlise de
variancia), seguida de comparac¢des multiplas pelo método de Tukey e com nivel de

significancia (p < 0,05), observaram-se diferencas significativas entre os seguintes
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grupos: grupo A (auto-enxerto) e grupo B (veia autégena); grupo C (veia autégena +
glicerol) e grupo B (veia autdgena); grupo D (veia alégena + glicerol) e grupo B (veia
autégena). A diferenca ndo foi estatisticamente significativa entre o grupo A (auto-
enxerto) e o grupo C (veia autégena + glicerol); entre o grupo A (auto enxerto) € o
grupo D (veia alégena + glicerol) e entre o grupo C (veia autégena + glicerol) e o grupo

D (veia alogena +glicerol). Esses dados sdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3 - Andlise de variancia com um fator (tratamento), seguida de comparacdes
multiplas pelo método de Tukey e com nivel de significancia (p < 0,05) do
nimero de axonios mielinizados regenerados

COMPARARACAO ENTRE GRUPOS

Auto-enxerto + Veia autégena
Auto-enxerto = Veia autégena + glicerol
Auto-enxerto = Veia alogena + glicerol
Veia autdgena # Veia autégena + glicerol
Veia autégena * Veia alogena + glicerol
Veia autégena + glicerol = Veia al6gena + glicerol

# denota diferenca estatisticamente significativa

4.3 ESTUDO FUNCIONAL

A figura 26 mostra a representacdo de uma pegada normal da pata traseira direita
antes do momento operatorio, e a figura 27 mostra o aspecto das pegadas dos ratos no

pos-operatério imediato, 3 e 6 semanas ap0Os tratamento dos quatro grupos.
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Figura 26 - Aspecto normal da pegada da pata traseira direita dos ratos no pré-
operatorio (sem lesdo do nervo fibular)
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Figura 27 - Aspecto das pegadas dos ratos no pés-operatério dos quatro grupos. E
possivel ver a evolucdo do comprimento da pegada e da extens@ao dos dedos
durante os periodos de pds-operatdrio imediato, 3 ¢ 6 semanas de pds-

operatorio

Os valores médios dos IFF (indice de func@o do nervo fibular), no pré-operatério e

no poés-operatério (imediato, 3 e 6 semanas), calculados para cada grupo estdo

apresentados na tabela 4 e representados no grafico 2.
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Tabela 4 - Medidas descritivas da média do indice de func@o do nervo fibular (IFF) ao
longo do tempo, em cada grupo de estudo e respectivos desvios-padrao (DP)

] POS- TRES SEIS
GRUPO PRE IMEDIATO SEMANAS SEMANAS

Média - 5,49 - 87,31 - 60,06 - 23,30

Auto-enxerto
DP 6,42 8,24 10,89 10,10
Veia autégena Média -5,74 -91,18 - 80,37 - 46,36
DP 5,66 8,32 11,06 9,35
Veia autégena + glicerol Média - 7,69 - 84,47 - 55,39 - 24,11
DP 1,83 10,13 10,95 8,98
Veia alégena + glicerol ~ Média - 8,42 - 89,32 - 51,09 - 21,96
DP 5,01 11,19 10,05 9,57

Gréfico 2 - Perfis médios da varidvel IFF em cada grupo durante o tempo de estudo,
iniciado no pré-operatdrio e o seguimento no pds-operatério imediato, 3
e 6 semanas
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$ 0 y A
& 90 2
°
£ -100

Os IFF observados no pré-operatério foram: no Grupo A (auto-enxerto) em média
de - 5,49 £+ 6,42; no Grupo B (veia autégena) de — 5,74 £ 5,66; no Grupo C (veia
autogena + glicerol) de — 7,69 + 1,83 e no Grupo D (veia alégena + glicerol) de — 8,42 +
5,01.

A andlise estatistica comparou os grupos de estudo com relagdo a varidvel IFF,

empregando o modelo de andlise de varidncia com medidas repetidas e ndo mostrou
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diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos em relacdo ao indice de
funcao do nervo fibular (IFF) no pré-operatério (p<0.05).

Os IFF do pés-operatdrio imediato foram, respectivamente, em média: Grupo A
(auto-enxerto) — 87,31 £ 8,24; Grupo B (veia autégena) - 91,18 * 8,32; Grupo C (veia
autogena + glicerol) - 84,47 £ 10,13 e no Grupo D (veia alégena + glicerol) - 89,32 +
11,19.

Os IFF do pds-operatério trés 3 semanas foram, respectivamente, em média: Grupo
A (auto-enxerto) — 60,06 £ 10,89; Grupo B (veia autégena) - 80,37 £ 11,06; Grupo C
(veia autégena + glicerol) — 55,39 + 10,95 e no Grupo D (veia alégena + glicerol) —
51,09 + 10,05.

Os IFF do pés-operatério de seis semanas foram, respectivamente, em média:
Grupo A (auto-enxerto) - 23,30 £ 10,10; Grupo B (veia autégena) - 46,36 = 9,35;
Grupo C (veia autdégena + glicerol) - 24,11+ 8,98 e no Grupo D (veia alégena +
glicerol) - 21,96 + 9,57.

A andlise estatistica comparou os grupos de estudo com relagdo a varidvel IFF,
empregando o modelo de andlise de varidncia com medidas repetidas. Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 5. Nao houve diferencas estatisticamente significativas
nos quatro grupos no instante pos-operatorio imediato. Entretanto, com 3 e 6 semanas
de acompanhamento, o Grupo B (veia autdgena) apresentou IFF médio menor que os

demais grupos com significancia estatistica (p<0.05).
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Tabela 5 - Andlise estatistica do IFF do pds-operatério de 3 e 6 semanas, pelo método
de variancia com medida repetida (tempo) e um fator (tratamento) seguida
de comparacdes multiplas com nivel de significancia p<0,05. Os resultados
foram semelhantes nos dois periodos

TRES SEMANAS DE POS SEIS SEMANAS DE POS
Auto-enxerto =Veia alégena + glicerol Auto-enxerto =Veia alégena + glicerol
Auto-enxerto #Veia autégena Auto-enxerto #Veia autégena

Auto-enxerto = Veia autdgena + glicerol ~ Auto-enxerto = Veia autdgena + glicerol
Veia alégena + glicerol #Veia autégena Veia alégena + glicerol #Veia autégena
Veia al6gena + glicerol = Veia autégena + Veia aldgena + glicerol = Veia autdgena +
glicerol glicerol

Veia autdégena #Veia autégena + glicerol ~ Veia autégena #Veia autégena + glicerol

# denota diferenga estatisticamente significativa
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5. DISCUSSAO

A lesdo neural, devido a traumas ou grandes resseccoes tumorais, freqiientemente
levard a alteracdes importantes, sejam elas déficits funcionais ou estéticos. Todavia, a
plasticidade do sistema neural permite mecanismos de compensagdo como, por
exemplo, a manuten¢do do corpo celular neuronal ou a regeneracdo dos axodnios por
meio de um processo de brotamento axonal, bem como, estabelecimento de sinapses
funcionais com os quais o paciente recupera certa fung¢do sensorial (Wong; Crumley,
1995). A manipulagdo de qualquer uma dessas etapas do processo de regeneracao neural
poderd melhorar a capacidade de recuperagao.

Nos casos de lesdes de nervos periféricos, com perda de substincia, onde a
extensdo do defeito impede a reaproximacgdo direta dos cotos, o melhor método de
reparo € a auto-enxertia (Sunderland, 1978; Brunelli et al., 1994).

No entanto, existem fatores que nos levam a procurar um novo conduite para o
crescimento axonal: 1. a retirada de material aut6logo para enxertia sempre produz
morbidade da drea doadora; 2. grandes defeitos demandam a retirada de extensas
por¢cdes de tecido autdégeno, muitas vezes indisponiveis; 3. a utilizacdo de materiais
artificiais ou de banco de tecidos poupa o tempo da retirada de material autélogo; 4. os
resultados ndo sdo totalmente satisfatérios com a utilizacdo de auto-enxerto (Keeley et
al., 1993; Brunelli et al., 1994, Kitahara et al., 2000).

O tubo ideal deve ser inerte, flexivel, inibidor do processo cicatricial e facilitador
da cicatrizagdo e do processo de regeneracdo neural. A introdu¢do do conceito de
camaras de tubulizacdo em nosso meio foi realizada primeiramente por Costa et
al.(2006).

A flexibilidade do conduite é necessdria para protecio do nervo em regeneragao
quando da mobilizacdo da parte lesada. Este conduite deveria permanecer no local, sem
degradacdo, no periodo necessdrio para que os axonios crescessem € atingissem o coto
distal (Hazari et al., 1999; Kitahara et al., 2000). Clinicamente, uma menor resposta
inflamatoria € desejdvel para prevenir adesdes a estruturas vizinhas, em particular, os
tenddes em cirurgias reparadoras nas maos.

A interposicdo de condutores tubulares como ponte entre os cotos do nervo

seccionado tem apresentado resultados experimentais e clinicos animadores. Na
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corre¢dao de pequenos defeitos, onde a distancia entre os cotos ndo € grande o suficiente
a ponto de atrapalhar a atragdo quimiotética e quimiotrdfica exercida pelo coto distal
sobre o cone de crescimento axonal, os resultados sdo compardveis aos obtidos com
auto-enxertos (Lundborg et al., 1982; Mackinnon; Dellon, 1990; Hentz et al., 1991;
Muller et al., 1993; Brunelli et al., 1994).

A técnica de tubulizacdo oferece ainda vantagens tedricas adicionais sobre o0s
métodos tradicionais de enxertia: proporciona boa coaptacio dos dois cotos, com menor
trauma de manipulac@o; possibilita melhor confinamento das fibras em crescimento
dentro do tubo, isolando o local de reparo da reacdo inflamatdria circundante; orienta o
crescimento das fibras em direcdo ao coto distal, possibilitando a concentracdo de
fatores neurotréficos locais; reduz a formacdo de neuromas e o escape de fibras para
fora do condutor; permite a veiculacdo de substancias potencializadoras da regeneracao
(Fields et al., 1989; Pham et al., 1991).

Virias sdo as substancias potencializadoras da regeneracdo neural e, muitas delas,
J4 usadas em testes clinicos (Levi-Montalcini et al., 1953; Stelmack et al., 1977; Strand
et al., 1980; Levi-Montalcini, 1982; Sparrow et al. 1982; Hurst et al., 1984; Leeden,
1984; Danielsen et al., 1986; Edwards et al., 1986; Lipton et al., 1986; Badalamente et
al., 1987; Bansberg et al., 1987; Mengs et al., 1987; Kaupilla et al., 1988; Zinder, 1988;
Badalamente et al., 1989; Chen et al., 1989; Cuello et al., 1989; Kujawa et al., 1989;
Klein et al., 1989; Lipton, 1989; Snider et al., 1989; Santos et al., 1991; Lainetti et al.,
1993; Costa et al., 1997; Costa et al., 2006).

A utilizac@o dessas substancias, associadas a camaras de tubulizacdo, é uma linha
de pesquisa bastante ampla apresentada na literatura e desempenha papel importante no
desenvolvimento de melhores resultados funcionais quando da lesdo do nervo periférico
(Costa et al., 2006; Cunha et al., 2007).

Alguns autores relatam bons resultados com a técnica de enxertia de veia para
reconstru¢cdo de nervos, sendo comparével ao auto-enxerto de nervo (Chiu et al., 1988;
Suematsu et al., 1988). O fator responsavel seria a dificuldade de invasdo do tecido
cicatricial para dentro do condutor venoso (Chiu et al., 1982; Suematsu et al., 1988;
Chiu et al., 1990).

Trabalhos clinicos demonstraram que o enxerto de veia é eficiente para a
reconstru¢do de nervos sensitivos com defeitos menores que 3 cm (Tang et al., 1993;

Malizos et al., 1997; Nahabedian et al., 1998; Stahl et al., 1999; Progrel et al., 2001).
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O fator de crescimento de células endoteliais (ou fator angiogénico) € semelhante
ao encontrado nas células de Schwann, sendo apontado como um fator que favoreceria a
regeneragdo do nervo lesado (Smith; Browne, 1998). De forma controversa, outros
autores demonstraram que o contato dos axdnios em regeneracdo com o endotélio
resultaria na formacao de tecido conectivo no interior da veia (Heijke et al., 1993).

A utilizacdo de enxertos alégenos pode ser uma alternativa quando da perda de
grande quantidade de tecido neural (Millesi et al., 1972). O transplante de nervo alégeno
¢ bastante antigénico e resulta em rejeicdo apds a suspensdao do imunossupressor
(Zalewski; Gulati, 1980; Lassner et al., 1989). O efeito do FK506, como
imunossupressor de nervo periférico de nervos alégenos e xendgenos, foi estudado e a
droga tem se mostrado eficiente em prevenir a rejeicdo (Buttemeyer et al., 1995;
Hebebrand et al., 1997, Costa et al., 2006).

A preservagdo de materiais em glicerol € amplamente realizada. Entre os materiais
preservados temos pele (Crawford, 1957; Granger, 1981; Friedmann, 1986;
Hansbrough, 1992; Doughty et al., 1996; Ghosh et al., 1997; Farrington et al., 2002);
esclera (Sabates, 1967); dura-mater (Puig; Verginelli, 1971; Stolf; Zerbini, 1972;
Haddad et al., 1973; Nogueira; Pigossi, 1973; Cavalcanti et al., 1974); cartilagem
(Marques et al., 1977); vasos sangiiineos (Wolff; Dienemann, 1990; Fahner, 2004) e
nervos (Wolff et al., 1993; Lemos et al., 2008). O glicerol em altas concentragdes
(acima de 85%) induz os materiais biologicos a rapida desidratacdo (Meek, 1963). Por
esse motivo, os protocolos de preservacdo em glicerol provaram que inicialmente € mais
adequado expor o material as baixas concentracdes de glicerol (por volta de 50%)
(Hermans, 1989; Kreis, 1989 e Schiozer et al., 1994). Dessa forma, foi optado pela
preservacao inicial em glicerol a 50% nas primeiras 24 horas. A estocagem do material
na concentracao final de 98% de glicerol a temperatura de 4°C € utilizada por outros
autores (Wolff e Dienemann, 1990; Wolff et al., 1993; Fahner,et al., 2004; Cunha et al.,
2007).

O rato, como animal do modelo experimental, € freqiientemente utilizado na
literatura (Rosen et al., 1983; Seckel et al., 1984; Keeley et al., 1991; Pham et al., 1991;
Buttemeyer, 1995; De Medinaceli, 1995; Wang et al., 1997; Carter, 1998; Doolabh;
Mackinnon, 1998; Lenihan, 1998; Gold et al., 1999; Hazari et al., 1999; Kayikcioglu et
al., 1999) sendo considerado cldssico no estudo de nervos periféricos. Além disso,

permite a andlise da recuperacao funcional de nervo cidtico lesado, realizada por meio
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do “walking track analysis”, metodologia estabelecida por De Medinaccelli que ¢ um
teste cldssico ndo invasivo comumente utilizado antes e depois da cirurgia (Wang et al.,
1993; Buttemeyer, 1995; De Medinaceli, 1995; Doolabh; Mackinnon, 1999;
Kayikcioglu et al., 1999; Mohammad et al., 2000).

Em 1989, Bain et al. avaliaram o estudo funcional do padrdo das pegadas dos
ratos nos diferentes tipos de lesdes do nervo cidtico e seus ramos motores: nervo fibular
e nervo tibial posterior (Bain et al., 1989).

A veia jugular externa foi utilizada por outros autores para a realizacdo da
reconstru¢cdo neural em ratos (Allet et al., 2003; Ulkiir et al., 2003). A anatomia da veia

7z

jugular de ratos € conhecida: situa-se entre os musculos esternocleidomastoideu e
clavotrapezéide, localizada abaixo da glandula submandibular e linfonodos cervicais. E
proveniente da unido das veias facial anterior e facial posterior na base do cranio (Nassir
et al., 20006).

O comprimento médio € de 45 mm (varia de 42 a 48 mm). O diametro é de 1.7 +
0.4 mm na porcdo proximal e 1.4 + 0.5 mm na porcdo distal (Blain et al., 2001). A
espessura média da parede da veia € de 250 micrometros (Nassir et al., 2006). Essas
medidas sdo compativeis para a reconstru¢do do nervo fibular em ratos (Cunha et al.,
2007).

O nervo fibular foi utilizado para se criar o modelo de lesdo de nervo periférico,
uma vez que seu padrdo de recuperacdo funcional pode ser analisado de forma
semelhante ao nervo cidtico (Seckel et al., 1984; Buttemeyer, 1995; De Medinaceli,
1995; Gold et al., 1995; Wang et al., 1997; Doolabh; Mackinnon, 1998; Davison, 1999;
Fansa et al., 1999; Hazari et al., 1999; Madison, 1999; Mike Yao, 1999; Mohammad et
al., 2000). Esse fato € importante para se comparar a melhor técnica quando se reparam
perdas de tecido neural.

A técnica de preparo dos cortes histoldgicos que utiliza fixacdo com tetroxido de
6smio e coloragdo com azul de toluidina € a que melhor preserva a bainha de mielina,
sendo de uso consagrado para estudo dos nervos periféricos (Rosen et al., 1983; Bora et
al., 1987; Buttemeyer, 1995; Wang et al., 1995; Doolabh; Mackinnon, 1998; Kitahara
et al., 2000; Costa et al., 2006). A coleta de material na regido mediana da camara de
tubulizacdo para a realizagcao dos cortes histoldgicos € realizada por vérios autores. Esse

material € uma representacio da regeneracdo axonal pelo coto proximal e deve
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correlacionar-se com o teste funcional, determinando a chegada axonal ao musculo (De
Medinaceli, 1995; Kiyotani et al., 1996; Evans et al., 2002)

A anestesia com pentobarbital sédico por via intraperitonial € amplamente
utilizada nos trabalhos experimentais de nervos periféricos em ratos (Pu et al., 1999; Li
et al., 2004; Zhang et al., 2005). A dose estipulada pode variar entre 30 e 90 mg/Kg. Foi
optado pela dosagem de 50mg/Kg por apresentar analgesia adequada e ndo chegar
proximo ao limite téxico (Arras et al., 2001).

A técnica cirtrgica, utilizada para a abordagem do nervo fibular, auto-enxertia e
colocacdo das veias, € a mesma utilizada por diversos autores na literatura (Seckel et al.,
1984; Fields et al., 1989; Keeley et al., 1991; Cunha et al., 2007), assim como o padrao
do tamanho do defeito utilizado (Seckel et al., 1984; Keeley et al., 1991; Buttemeyer,
1995; Hazari et al., 1999; Li et al., 2004; Zhang et al., 2005; Costa et al., 2006).

A importancia do microscopio como instrumento fundamental na realizacdo das
suturas em lesdes de nervo periférico é demonstrada nos trabalhos de Stancic et al. em
1998. A sutura epineural na auto-enxertia também € técnica integrante na literatura nos
trabalhos experimentais em ratos (Carter, 1998; Davison, 1999; Hazari et al., 1999,
Tuma Jr. et al., 1999).

O periodo de observacdo at¢é o momento do sacrificio, de seis semanas, para
andlise histoldgica e funcional final, ¢ o0 mesmo utilizado por vérios autores (Stancic et
al., 1998; Fansa et al., 1999; Costa et al., 2006) e esta relacionado com a capacidade do
axonio atingir o coto distal.

Tseng, em 2003, classificou as alteracdes histolégicas da regeneracdo do nervo
periférico de ratos em relacdo ao tempo em quatro fases: 1. fase de hematoma (1 a 7
dias ap0s lesdo); 2. fase de migragdo celular (7 a 14 dias); 3. fase de crescimento axonal
(11 a 31 dias); 4. fase de mielinizagdo e maturacdo (apds 31 dias). Portanto, apds seis
semanas os animais foram estudados na fase final de mielinizacdo e maturagdo (Tseng
et al., 2003).

Em relacdo a determinagdo dos grupos experimentais, temos: no Grupo A (auto-
enxerto), o auto-enxerto € considerado tratamento de escolha para reparacdo de defeitos
neurais com perda de substiancia (Sunderland et al., 1978; Brunelli et al., 1994); no
Grupo B (veia autdgena), a veia tem sido utilizada como alternativa para tratamento de
lesdo neural em ratos e na pratica clinica (Tang et al., 1993; Lolley et al., 1995; Malizos

et al., 1997; Nahabedian et al., 1998; Pu et al., 1999; Stahl et al., 1999; Progrel et al.,
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2001; Ulkiir et al., 2003); no Grupo C (veia autégena + glicerol) a veia foi preservada
em glicerol com o objetivo de diminuir a celularidade e manter a matriz extra-celular
em contato direto com os axonios em regeneracao (Wolf et al., 1990). No Grupo D (veia
alégena + glicerol), a utilizacao de veia alégena preservada em glicerol teve o objetivo
de demonstrar que este material € vidvel como técnica de tubulizacao.

A veia preservada diminui o tempo cirdrgico de retirada do material autégeno e
teria as vantagens das técnicas de tubulizagdo: diminui o processo cicatricial em volta
do enxerto, impede a formacdo de neuromas e escapes de fibras, permite que um maior
nimero de axdnios regenere e atinja os 6rgaos-alvo, e, conseqiientemente, permite uma
melhor recuperacdo funcional (Costa, 2001; Cunha, 2007). Nao ha descri¢do, na
literatura, da utilizagdo de um tubo de veia alégena preservado em glicerol para
reconstru¢do de nervo periférico. Este método pode inaugurar uma nova perspectiva de
utilizacdo de materiais preservados em bancos de tecidos no tratamento de nervos
periféricos.

Em termos macroscépicos, a formagdo de neuroma ndo foi observada nos ratos
submetidos a auto-enxertia, sendo descrito na literatura (Bora et al., 1987). Nao foram
observados colapsos nas veias dos Grupos B (veia autégena), C (veia autégena +
glicerol) e D (veia alégena + glicerol), apesar de essa complicacdo ser descrita na
reconstru¢do com técnica de tubulizacdo de alguns matériais por Brunelli (1994).

A auséncia de colapso das veias foi explicada por Tseng. Segundo este autor, na
fase inicial de lesao do nervo periférico, ha extravasamento de sangue proveniente dos
vasos epineurais e endoneurais do coto proximal do nervo. Isto resulta em hematoma no
interior da veia. Nos primeiros sete dias o hematoma € invadido por fagécitos que
absorvem as células hemaéticas, mantendo o substrato de fibrina como sustenta¢do do
tubo de veia. Nesta fase inicial ndo hé crescimento axonal dentro da veia (Tseng et al.,
2003).

Em relacdo a histologia, ndo se observaram grandes diferencas do ponto de vista
histomorfoldgico entre os Grupos A (auto-enxertia), C (veia autégena + glicerol) e D
(veia aldgena + glicerol). Comportaram-se de maneira semelhante em relacdo a
presenca de axdnios mielinizados (grande quantidade), diametro das fibras (variado),
distribuicdo (minifasciculos de tamanhos variados e posicionados de maneira
heterogénea), neoangiogénese, grau de degeneracdo walleriana e quantidade de

agrupamentos axonais.
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Os Grupos B(veia autégena), C (veia autégena + glicerol) e D (veia alégena +
glicerol) apresentaram menor escape de fibras axonais e menor reacdo tecidual em
relagdo ao Grupo A (auto-enxerto). A presenca da veia, como em qualquer técnica de
tubulizacdo, evita a formacdo de tecido cicatricial perineural a outras estruturas e
direciona a regeneracdo dos cones de crescimento evitando a formacdo de neuromas
(Midgley; Woolhouse, 1968; Merle, 1989, Cunha et al., 2007).

O Grupo B (veia autégena), em relacdo a histologia, comportou-se de forma
diferente dos demais grupos. A parede do vaso pdde ser visualizada e, como descrito
por Tseng, esta permanece integra apds a neuroregeneracdo (Tseng, 2003). Apesar do
achado de grande quantidade de células mielinizadas com distribui¢do semelhante dos
outros grupos, houve dreas com menor densidade de fibras axonais e presenca de grande
quantidade de tecido conectivo e uma neoangiogénese mais intensa que nos demais
grupos.

Brunelli et al., em 1993, realizaram estudo com condutor venoso preenchido com
miusculo fresco autégeno e demonstraram a qualidade superior dos resultados para
distancias até o dobro dos condutores preenchidos por axonios em tubos vazios.
Acredita-se que a presenga de células musculares no interior diminuiria a incidéncia de
colabamento do vaso. Porém, nos Grupos B (veia autdgena), C (veia autégena +
glicerol) e D (veia alégena + glicerol), representando 18 animais, ndo houve nenhum
caso de colabamento dos vasos, o que fala a favor da fase inicial de hematoma como
responsavel por este achado, conforme descrito por Tseng em 2003.

A utilizag@o do enxerto de veia autélogo como tubo neural ou como cobertura de
linhas de sutura estd relacionada a formacdo de tecido conectivo e diminui¢do da
regeneracdo axonal. Acredita-se que o contato das células endoteliais com o tecido
neural possa produzir um tecido cicatricial antes de ocorrer a neuroregeneracio (Heijke
et al., 1993). Este fato pode explicar as dreas de menor densidade axonal preenchidas
por tecido conectivo nos cortes histolégicos do Grupo B (veia autégena).

Para evitar o contato das células endoteliais com o tecido neural, alguns autores
experimentaram o uso da veia invertida (a0 avesso) € compararam ao enxerto
tradicional de veia (Wang et al., 1993) e enxerto de nervo (Wang et al., 1995). Foi
demonstrado que coldgeno e laminina promovem a regeneracdo de nervos periféricos

(Colin et al., 1984; Lander et al., 1985; Valentini et al., 1987; Eppley et al., 1988;
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Muller, 1988; Takahashi et al., 1988; Ide et al., 1990; Bryan et al., 1993; Giorgio et al.,
1993).

A camada adventicia das veias € uma rica fonte de coldgeno, e a camada muscular
média das veias € rica em laminina. Invertendo a orientacdo normal da veia, ocorre uma
melhor exposicdo dos axonios ao coldgeno existente na camada adventicia e isolamento
do endotélio (Wang et al., 1993; Wang et al., 1995).

O uso de vaso preservado em glicerol tem sido descrito para microcirurgia
vascular. A reacdo de rejeicdo apds transplante alogénico de veia € histologicamente
detectado por um infiltrado predominantemente de células mononucleares (Scahng et
al., 1985). Esta reacdo depende do grau de histocompatibilidade e da espessura da
camada média que contém células musculares imunogénicas (Timmermann, 1985).

A preservacdo da veia em glicerol leva a uma perda dos componentes celulares,
portanto, da camada intima (células endoteliais) e das células musculares da camada
média (Fahner, 2004). Entretanto, ha preservacao das caracteristicas biomecanicas dos
vasos do rato, como a resisténcia, bem como a estrutura da matriz extracelular composta
de coldgeno e laminina (Wolff; Dienemann, 1990, Fahner, 2004).

A perda da camada intima deve ser considerada fator favordvel para a
neuroregeneracdo, podendo levar a menor reacdo cicatricial no interior da veia,
conforme encontrado nos Grupos C (veia autdégena + glicerol) e D (veia al6gena +
glicerol). Estes achados foram diferentes do Grupo B (veia autégena), sendo as veias
mantidas integras com a camada intima.

A auséncia de células musculares nas veias preservadas é fator importante para a
diminui¢do da resposta imune ao enxerto, presente principalmente na camada média
(Wolff ; Dienemann, 1990, Fahner, 2004). Assim, os enxertos alégenos de veia tratada
em glicerol tém menor reacdo de rejeicdo, ndo sendo visualizado infiltrado
predominante de células mononucleares, o que viabiliza o uso da veia transplantada,
conforme observado no Grupo D (veia al6gena + glicerol).

A contagem axonal foi estatisticamente menor no grupo B (veia autdégena) em
relagdo aos demais grupos com nivel de significincia (p<0.05). Esse dado correlaciona-
se com os achados histolégicos de areas de menor densidade axonal preenchidas por
tecido conectivo. A menor contagem axonal apresenta-se como uma explicacdo para a

menor recuperacao funcional dos animais do grupo B em relacdo aos demais grupos.
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Em relacdo a avaliagdo funcional, os valores médios dos IFF no pré-operatério
dos quatro grupos avaliados, por meio da andlise estatistica com nivel de significancia
(p<0.05), ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa. Esse dado permite
conferir uma homogeneidade ao padrao de deambulacdo no pré-operatério dos quatro
grupos e, posteriormente, a comparacdo do ponto de vista funcional dos tipos de
tratamento empregados para corre¢do do defeito do nervo.

Os dados da média do IFF do pds-operatério imediato dos quatro grupos foram
submetidos a andlise estatistica pelo método de variancia com medida repetida (tempo)
e um fator (tratamento) com nivel de significancia, e ndo se determinou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos . Essa auséncia de diferenca indica que, de
maneira semelhante, todos os ratos foram submetidos a0 mesmo tipo de lesdo neural
(realizado por meio da ressec¢do de 5 mm de nervo) e possibilita a comparagdo da
recuperagdo funcional entre os grupos.

Com 3 e 6 semanas de pds-operatério, a média do IFF do Grupo B (veia autdgena)
foi menor e estatisticamente significativa se comparada a dos demais grupos, e, entre
eles ndo houve diferenca estatisticamente significativa. Uma teoria possivel para a
explicacdo desse fato seria a existéncia de menor quantidade de fibras axonais em
direcdo aos o6rgaos-alvo no periodo do processo de regeneracdo. Isso se correlaciona
com os achados histolégicos de dreas de menor densidade axonal e presenca de tecido
conectivo no interior do estroma neural neoformado, além da menor contagem axonal.
Os Grupos C (veia autdégena + glicerol) e D (veia alégena + glicerol), do ponto de vista
funcional, comportaram-se como o Grupo controle A (auto-enxerto).

O estudo funcional deve ser considerado importante por estar relacionado a maior
precisdo das conexdes restabelecidas pelos axdnios regenerados no 6rgdo-alvo e nao ao
numero total de fibras (De Medinaceli, 1995). Dessa forma, as caracteristicas
histolégicas proporcionam um quadro confidvel das condic¢des tréficas do nervo
regenerado quando correlacionado diretamente com o grau de recuperacdo funcional
(De Medinaceli, 1995). Desta forma, a idéia de se utilizar tubo de veia autdgena fresca
(sem tratamento) pode contribuir para um direcionamento das fibras aos orgaos-alvo,
porém possui fatores que impedem a neuro regeneragio e a recuperacao funcional.

A regeneracdo neural € um processo complexo e precisa ser continuamente
pesquisado para que se possa compreendé-lo melhor. A perspectiva para novas

pesquisas, utilizando materiais de banco de tecidos, percorre caminhos no sentido de se
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utilizar um material mais adequado e barato, disponivel em larga escala e com melhores
resultados funcionais, bem como diminuir o tempo operatdrio e evitar-se a0 maximo as
seqiielas de areas doadoras.

O transplante de nervos apresenta resultados limitados (Sugita et al., 2004). H4 a
necessidade de imunossupressao com o uso de medicacdes como ciclosporina,
corticoides, FK 506 e azatioprina (Tuma Jr., 1997; Zalewski; Gulati, 1982; Mackinnon
et al., 2001). Entretanto, a suspensdo da imunossupressdo pode acarretar em rejeicao das
células de Schwann (Yu et al., 1989).

O nervo fibular preservado em glicerol foi experimentalmente utilizado em nosso
meio com resultados satisfatorios (Lemos et al., 2008). Mas, ao contrario da técnica de
tubulizacdo, ndo permite a vantagem adicional da manipulacdo farmacoldégica em seu
interior de fatores de crescimento, cultura de células de Schwann e células-tronco.
Dessa forma, o uso da técnica de tubulizagdo com veias preservadas em glicerol podera

ter novas formas de aplicacdo em diferentes linhas de pesquisa.
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6. CONCLUSOES

A andlise histoldgica e a avaliacio funcional da regeneracio neural obtida apos seis
semanas por meio de auto-enxertia de nervo, veia autégena, veia autégena preservada
em glicerol e veia alégena preservada em glicerol para a correcdo de defeitos de 5 mm

em nervos fibulares de ratos, permitem concluir que:

1. Em relacdo a andlise histolégica qualitativa:

A. Os resultados histolégicos dos grupos reconstruidos com veias preservadas
(autégena e aldgena) em relagdo a formagdo do estroma neural regenerado sio
semelhantes aos do grupo controle (auto-enxerto).

B. Todos os grupos reconstruidos com veias (autdgena, autégena + glicerol e
alégena + glicerol) apresentaram menor reacdo tecidual perineural e menor quantidade
de escape axonal em relagc@o ao grupo de auto-enxerto.

C. O grupo de veia autdgena apresentou achados histolégicos diferentes dos demais
grupos: maior grau de neoangiogénese e dreas de menor densidade axonal no estroma
neoformado.

D. A contagem axonal de fibras regeneradas no grupo B (veia autdgena) foi
estatisticamente menor que nos demais grupos. Os grupos com veias preservadas em

glicerol tiveram contagem axonal semelhante ao controle.

2. Em relacdo a andlise funcional:

A avaliagdo funcional ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas em
3 e 6 semanas de pds-operatorio entre os grupos de veias preservadas (autégena e
alégena) e o grupo de auto-enxertia. Entretanto, houve menor recuperacao funcional do
grupo B (veia autdégena) em relacdo aos demais grupos em 3 e 6 semanas de pds-

operatdrio.
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