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Longo MV. Influência da adição de células-tronco mesenquimais derivadas 
de tecido adiposo associadas a conduto de fibrina na regeneração de nervo 
periférico em modelo experimental de ratos [Tese]. São Paulo: Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo; 2015. 

 
INTRODUÇÃO: O tratamento padrão para lesões de nervo periférico que 
não podem ser suturados primariamente é a enxertia de nervo autólogo. 
Esse método, porém, carece de resultados satisfatórios e impõe algumas 
limitações técnicas e complicações. Várias opções já foram estudadas como 
alternativas ao enxerto de nervo, porém ainda não há conduto biológico ou 
sintético disponível para uso clínico que tenha a mesma capacidade 
regenerativa do enxerto de nervo autólogo. Os avanços em cultura celular e 
o maior entendimento dos mecanismos moleculares e celulares da 
regeneração nervosa levaram ao uso de células promotoras de regeneração 
associado aos condutos na tentativa de melhorar os resultados da 
reconstrução nervosa. Vários estudos demonstraram que o uso de células-
tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) em condutos aloplásticos 
potencializa a regeneração neural. No entanto, nenhum estudo até hoje 
comparou a adição de ADSC indiferenciadas em conduto aloplástico ao 
tratamento padrão com autoenxerto. Esse estudo tem como objetivo avaliar 
a influência da adição de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido 
adiposo em conduto de fibrina na regeneração de nervo periférico e 
comparar com enxertia de nervo autógeno em modelo experimental de ratos. 
MÉTODO: Em um modelo de lesão de nervo ciático (defeito de 10 mm) 
foram avaliados 30 ratos Wistar divididos em 3 grupos. O defeito de nervo foi 
reconstruído usando conduto de fibrina (Grupo Conduto, n=10), conduto de 
fibrina acrescido de ADSC (Grupo ADSC, n=10) e autoenxerto do nervo 
(Grupo Autoenxerto, n=10). A avaliação funcional dos ratos foi realizada com 
o teste de marcha (walking track analysis) com 4, 8 e 12 semanas e o índice 
de função ciática (IFC) foi determinado. Após 12 semanas, o peso do 
músculo tríceps sural foi avaliado. Segmentos dos nervos regenerados 
também foram coletados para análises histológicas como densidade axonal 
e diâmetro médio das fibras. RESULTADOS: O grupo Conduto mostrou 
recuperação funcional no teste da marcha após a reconstrução do nervo, 
porém com resultados inferiores aos outros dois grupos. O grupo ADSC 
mostrou recuperação intermediária e o grupo Autoenxerto obteve os 
melhores resultados (IFC com 12 semanas de –53,3±.3 vs –44,7±3 vs –
35,6±2, respectivamente, p<0,001). A relação de peso do músculo tríceps 
sural no grupo Conduto foi de 41,1±3%, no grupo ADSC de 53,3±4% e no 
grupo Autoenxerto de 71,0±4% (p<0,001). Na avaliação histológica, o grupo 
Conduto mostrou densidade axonal de 39,8±3 axônios/10.995μm2 e 
diâmetro médio das fibras de 3,9±0μm2, o grupo ADSC  densidade axonal de 
58,8±3 axônios/10.995μm2 e diâmetro médio das fibras de 4,9±1μm2 e o 
grupo Autoenxerto densidade axonal de 67,1±2 axônios/10.995μm2 e 
diâmetro médio das fibras de 8,9±1μm2 (p<0,001). CONCLUSÃO: A adição 
de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC) em 
conduto de fibrina na regeneração de nervo periférico, em modelo 
experimental de ratos, mostrou recuperação funcional e regeneração 



 

 

histológica estatisticamente mais significativa comparada à reconstrução 
somente com conduto de fibrina, porém ainda aquém dos resultados obtidos 
com enxertia de nervo autógeno. 
 
Descritores: ratos Wistar; nervo isquiático; regeneração nervosa; fibrina; 
células-tronco; transplantes. 
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Longo MV. Influence of the addition of adipose derived stem cell in fibrin 
conduit for peripheral nerve regeneration in a rat model [Thesis]. São Paulo: 
“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2015. 
 
Introduction: The standard treatment for peripheral nerve injuries that cannot 
be primarily sutured is nerve autograft. But this method lacks satisfactory 
results and imposes some technical limitations and complications. Several 
options have been studied as alternatives to nerve autografting, but there is 
no biological or synthetic conduit available for clinical use that provides the 
same regenerative capacity of nerve autograft. Advances in cell culture and 
understanding of nerve regeneration mechanisms led to the use of 
regeneration-inducing cells in association with conduits, in an attempt to 
improve the reconstruction results. Several studies have shown that the use 
of adipose derived stem cells (ADSC) into conduits enhances neural 
regeneration. However, there is no study that compared the addition of 
undifferentiated ADSC in alloplastic conduit to standard treatment with 
autograft. This study evaluated the influence of the addition of adipose 
derived stem cell in fibrin conduit for peripheral nerve regeneration in 
comparison to the nerve autograft, in a rat model. Method: A sciatic nerve 
injury model (10-mm defect) was performed in 30 Wistar rats, which were 
divided into 3 groups. Nerve defect was reconstructed using fibrin conduit 
(Conduit group, n=10), fibrin conduit filled with ADSC (ADSC group, n = 10) 
and nerve autograft, (Autograft group, n=10). The walking behavior was 
measured by footprint analysis at 4, 8, and 12 weeks and sciatic function 
index (SFI) was determined. After 12 weeks, the triceps surae muscle weight 
was evaluated and histological analysis was performed to evaluate the 
regenerated nerve and measured axonal density and fibers diameter 
average. Results: The Conduit group showed less improvement in walking 
behavior compared to ADSC group and Autograft group (SFI at 12 weeks, -
53.3 ± .3 vs -44.7 ± 3 vs -35.6 ± 2 respectively, p<0.001). The triceps surae 
muscle weight ratio of the fibrin conduit group was 41.1± 3%, ADSC group 
was 53.3 ± 4%, and Autograft group 71.0 ± 4% (p <0.001). In histological 
evaluation, the Conduit group showed axonal density of 39.8±3 
axons/10995μm2 and fiber diameter average of 3.9±0 μm2, the ADSC group 
had axonal density of 58.8±3 axons/10995 μm2 and fiber diameter average of 
4.9±1μm2 and axon density of Autograft group was 67.1±2 axons/10995 μm2 
and fiber diameter average was 8.9±1μm2 (p <0.001). Conclusion: The 
addition of adipose derived stem cells (ADSC) into fibrin conduit used for 
nerve reconstruction following peripheral nerve injury in the rat model, 
showed better functional recovery and better histological regeneration 
compared to reconstruction with fibrin conduit without ADSC. However, the 
functional recovery in the ADSC group was worse than that in nerve 
Autograft group and the nerve repair with the ADSC-fibrin conduit has less 
myelinated fibers when compared to the repair with nerve autograft. 
 
Descriptors: rats Wistar; sciatic nerve; nerve regeneration; fibrin; stem cells; 
transplants.   
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 Introdução 
 

 



Introdução  
   
 

 

2

1 INTRODUÇÃO 

 

Os nervos periféricos são responsáveis pela interação entre o sistema 

nervoso central e as diversas partes do organismo, e são constituídos por 

fibras sensoriais e motoras. As primeiras captam estímulos sensoriais nas 

terminações nervosas e transmitem ao sistema nervoso central, o qual  

processa essas informações e emite comandos que são levados ao sistema 

muscular esquelético pelas fibras motoras1.  

Essas fibras por sua vez são compostas de axônios envoltos por 

diferentes tecidos conjuntivos com função de proteção e nutrição desses 

axônios. As células de Schwann envolvem e dão suporte às fibras nervosas 

e podem ser formadoras ou não de bainha de mielina, constituindo as fibras 

mielínicas e amielínicas, respectivamente. 

Cada fibra nervosa é completamente envolvida por tecido conjuntivo 

frouxo chamado endoneuro. O agrupamento de várias fibras nervosas de 

diferentes tamanhos forma os fascículos, que são compostos de um tecido 

conjuntivo mais denso e forte denominado perineuro. Os fascículos são 

envolvidos em um único feixe, por um tecido areolar frouxo formado 

principalmente por fibras elásticas e colágenas, conhecido como epineuro2. 

Os nervos periféricos podem ser lesados por traumas, por invasão 

tumoral, por ressecções cirúrgicas, processos inflamatórios locais, entre 

outros, e essas lesões causam deficiências tanto motoras quanto sensoriais. 

Tais deficiências resultam em déficits funcionais que podem afetar a 
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capacidade laborativa do indivíduo, predispor a lesões ulcerativas e causar 

sérios transtornos às atividades cotidianas3.   

A resposta biológica a essa lesão é efetiva quando o epineuro do nervo 

periférico se mantém íntegro (continuidade do nervo preservada) e ocorre 

apenas a lesão dos axônios dentro das fibras nervosas. Nesse caso ocorre 

regeneração, na maioria das vezes, sem necessidade de intervenção 

cirúrgica.  

No local da lesão, inicia-se a homeostasia, fagocitose de debris 

celulares e da mielina, realizadas por macrófagos e pelas células de 

Schwann. Macrófagos também secretam mediadores inflamatórios, como 

IL6, e fatores de crescimento, como TGF, que sinalizam a migração e 

proliferação das células de Schwann necessárias para orientar o 

crescimento dos brotos axonais4-6.  

A lesão da fibra nervosa interrompe a interação normal das células de 

Schwann com o axônio, resultando na desdiferenciação dessas células e  na 

ativação de fenótipo indutor de crescimento neural7. Essas células de 

Schwann em proliferação liberam fatores neurotróficos como fator de 

crescimento do nervo (NFG) e fator neurotrófico derivado da glia (GDNF)8, 

que são fundamentais para o processo de regeneração axonal. 

Na segmento distal do axônio, ocorre degeneração Walleriana. Esse 

processo de degeneração consiste na desintegração e fagocitose dos 

axônios distais à lesão pelas células de Schwann, que após desobstruírem 

os tubos endoneurais, se proliferam e formam linhas longitudinais dentro 

desses tubos, denominadas bandas de Büngner9. Esse processo prepara a 
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estrutura histológica do nervo distal para crescimento e passagem dos novos 

cotos axonais. 

Em razão da perda de continuidade do nervo, o fluxo de comunicação 

celular é interrompido, o que, por feedback negativo, sinaliza ao corpo do 

axônio que ocorreu lesão10. Já nas primeiras horas após a lesão, começa a 

haver alterações na sua estrutura celular para dar início ao processo de 

regeneração. Ocorre cromatólise (ingurgitamento e arredondamento da 

célula), degeneração dos corpúsculos de Nissl e a migração do núcleo do 

centro para a periferia. O neurônio tem seu metabolismo alterado e há 

aumento da produção de RNA para proporcionar maior síntese de 

componentes proteicos do citoesqueleto, como tubulina, actina e 

neurofilamentos, estes necessários na regeneração axonal. Em 

contrapartida, a produção de substâncias neurotransmissoras é diminuída, 

visto que a prioridade celular é a reconstrução do citoesqueleto para a 

formação dos brotos de regeneração e consequente restabelecimento da 

comunicação axonal11. 

No segmento proximal do axônio, ocorre degeneração traumática do 

axônio semelhante à degeneração walleriana do segmento distal. Essa 

degeneração geralmente estende-se até o nódulo de Ranvier mais próximo, 

mas em alguns casos pode atingir o corpo do neurônio e resultar em morte 

celular12. Os restos celulares do axônio e da bainha de mielina são 

degradados e reabsorvidos pelas células de Schwann. Essa degeneração 

prepara o local para crescimento dos brotos de regeneração. As células de 

Schwann se proliferam e formam um arcabouço, onde há condições para o 
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crescimento dos novos brotos de axônio13. Esses brotos de regeneração são 

unidades de crescimento do coto proximal que se desenvolvem em direção 

ao coto distal na tentativa de alcançar o órgão-alvo (motor ou sensitivo) e 

reinervá-lo, seguindo o caminho do coto distal do nervo. 

Na parte distal de cada broto axonal, há formação de projeções de  

membrana plasmática do axônio em forma de dedos ou pseudópodos, que 

constituem o cone de crescimento. Esse cone é atraído por sinalizadores 

celulares (NGF, BDNF e NT-3) e por componentes de lâmina basal, como 

laminina e fibronectina, produzidas pelas células de Schwann14, 15. Esse 

fenômeno é denominado neurotropismo16. 

Quando esses brotos axonais atingem o coto distal do nervo, eles 

crescem seguindo os tubos endoneurais constituídos de células de Schwann 

até alcançarem as placas motoras ou terminações sensitivas17. Desse modo, 

a taxa de crescimento axonal é decorrente da atividade do cone de 

crescimento na extremidade do broto axonal e da dificuldade de ultrapassar 

os tecidos interpostos entre o segmento proximal do axônio e o órgão-alvo a 

ser reinervado. O cone produz uma protease que ajuda a dissolver o tecido 

que está bloqueando seu caminho18; porém, quando há grande defeito entre 

os cotos de um nervo, os tecidos cicatriciais podem se constituir em 

obstáculo quase intransponível para o axônio em regeneração e acarretar o 

insucesso da regeneração axonal.  

No processo de regeneração, vários brotos são formados, mas 

somente sobrevivem as fibras nervosas que estabelecem conexões com o 

coto distal do nervo e, consequentemente, com o receptor final motor ou 
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sensitivo19. Os brotos que não realizam conexão com o órgão-alvo e não 

restabelecem o fluxo neural irão desaparecer ou formar um neuroma2. As 

fibras axonais que estabeleceram conexão com o órgão-alvo vão recebendo 

camadas de mielina e aumentando seu diâmetro, podendo retornar a um 

tamanho próximo ao diâmetro normal de antes da lesão20. 

A presença de um microambiente propício à regeneração, composto de 

um substrato neural formado por células de Schwann, componentes da 

matriz extracelular (laminina, fibronectina, moléculas de adesão) e fatores 

neurotróficos (NGF, BDNF, IL-6, entre outros), é fundamental para o sucesso 

do processo regenerativo10, 21. 

As células de Schwann têm papel decisivo em todo o processo de 

regeneração axonal, desde o coto proximal justa à lesão até a terminação 

nervosa distal. Elas atuam tanto na preparação do tecido extracelular 

através da fagocitose quanto na sinalização e suporte ao crescimento dos 

brotos axonais, com a produção de moléculas de adesão celular, proteínas 

de membrana basal e fatores neurotróficos22.  

Caso a continuidade do nervo seja interrompida, os cotos proximal e 

distal do nervo precisam ser reaproximados cirurgicamente de forma que 

seja reconstruída a continuidade do nervo e que o processo de regeneração 

possa ocorrer. Essa reaproximação dos cotos pode ser feita por sutura direta 

entre os cotos ou, caso isso não seja possível, através da interposição de 

um conduto para guiar o crescimento axonal. Do contrário, pode ocorrer 

formação de neuroma e consequente falha da reinervação do coto distal do 

nervo lesado e do órgão-alvo. 
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Existem várias formas de se fazer essa reconstrução. O uso de enxerto 

de nervo autólogo para defeitos que não podem ser aproximados 

primariamente é método de escolha23, pois proporciona os melhores 

resultados. Tal superioridade pode ocorrer porque o enxerto de nervo 

autólogo possui suas próprias células de Schwann viáveis, as quais auxiliam 

as células de Schwann provenientes do nervo lesado na produção de fatores 

de crescimento e de sinalizadores celulares; além disso, a composição da 

matriz extracelular natural do tecido nervoso proporciona arcabouço de 

sustentação ideal para crescimento dos brotos neurais24, 25.  

Apesar do grande avanço na técnica cirúrgica, a recuperação funcional 

com uso de enxerto de nervo autólogo nem sempre proporciona resultados 

satisfatórios, especialmente em lesões mais proximais e também em lesões 

com longos defeitos do nervo26-28. Essa recuperação é ainda mais pobre 

quando o reparo é feito de forma tardia29, 30. Isso ocorre porque com certa 

frequência a continuidade do nervo permanece intacta ou espera-se pela 

recuperação espontânea do nervo, fato que, em virtude da baixa velocidade 

de crescimento do nervo (1 mm/dia nos humanos), pode levar semanas a 

meses. 

Além disso, a coleta do nervo autólogo apresenta alguns problemas, 

como: (a) requer um outro sítio cirúrgico; (b) muitas vezes ocorre a 

incompatibilidade de tamanho entre o enxerto e o nervo lesado; (c) a coleta 

do enxerto provoca um déficit neurológico na área doadora, e (d) essa coleta 

pode ocasionar dor neuropática e formação de neuromas na área  

doadora31, 32. 
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Uma alternativa ao uso de enxerto de nervo autólogo (tratamento 

padrão) que evita a necessidade de uma área doadora é o transplante de 

nervo alógeno. Inicialmente essa técnica esbarrou na necessidade de 

imunossupressão por período prolongado33-36, mas atualmente tem se usado 

nervo alógeno acelular que, por não provocar reação imune no receptor, não 

necessita mais de imunossupressão. Trabalhos estão sendo realizados com 

resultados promissores37, 38. 

Outra opção estudada na literatura é o uso de condutos que funcionam 

como guia para crescimento dos axônios que irão reinervar o coto distal. 

Condutos autógenos de veia ou de artéria foram avaliados, porém não 

demonstraram qualquer benefício comparado ao tratamento com 

autoenxerto de nervo e apresentam o mesmo problema de morbidade na 

área doadora23, 39-41.  

Na tentativa de se evitar a necessidade de uma área doadora para 

retirada do conduto biológico autólogo, foram testados, na literatura, 

condutos feitos de materiais aloplásticos não absorvíveis como silicone, 

politetrafluoretileno (PTFE) e polipirrol (PPy). Esses materiais podem ser 

usados e comprovaram ser eficientes. Eles formam conduto não colabável e 

permeável a fatores de crescimento e às células de Schwann. Entretanto, 

notou-se que, com frequência, ocorre síndrome compressiva devido ao 

caráter não degradável do material e à não adaptação do conduto ao nervo 

em crescimento42-44. Além disso, cicatrização exacerbada e inflamação local 

foram descritas em pacientes, sendo necessária até a eventual retirada 

cirúrgicas desses condutos45, 46. 
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Na tentativa de evitar essas complicações, decorrentes da não 

degradação desses condutos aloplásticos, inúmeros materiais absorvíveis 

foram usados para confecção de condutos, como ácido poliglicólico (APG), 

ácido poliglactínico e ácido 3-poli-hidroxibutarato (PHB) 23, 47. Demonstrou-se 

que a reconstrução com condutos de ácido poliglicólico, em defeitos até 3 

cm, apresentou resultados similares ao tratamento padrão48. Condutos de 

PHB também podem ser usados; eles são maleáveis, apresentam boa força 

tênsil e flexibilidade. Apresentaram vascularização precoce através do 

conduto e  foram absorvidos ao longo de um período de 2 anos49. O uso de 

condutos se mostra uma alternativa interessante ao enxerto de nervo, porém 

ainda apresenta resultados inferiores ao tratamento padrão50, 51. 

A busca por novos materiais para confecção de condutos nervosos 

continua. Um deles é a fibrina, uma proteína presente na matriz extracelular 

e que apresenta algumas características que fazem dela um interessante 

material a ser estudado. A fibrina é largamente utilizada na medicina, 

comprovadamente biocompatível e segura52. Sua cola é usada para 

promover hemostasia durante cirurgias e também para coaptação de nervos 

com bons resultados53, 54. A fibrina tem uma reabsorção relativamente rápida 

(semanas) e também se mostra boa superfície para aderência e 

diferenciação de células55-57. Além disso, a fibrina não desencadeia 

inflamação local nem tampouco cicatrização exacerbada, sendo bem 

tolerada pelo organismo58. 

A cola de fibrina mimetiza as últimas etapas da cascata da coagulação 

através da ativação do fibrinogênio pela trombina, levando à formação de um 
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coágulo semirrígido58. A cola de fibrina pode ser produzida com plasma 

autólogo ou fabricada com plasma alógeno, como nas formulações 

comerciais59. As colas de fibrina são baseadas na mistura de dois 

componentes, um concentrado de fibrinogênio/fator XIII/fibronectina e um 

concentrado de trombina, produzidos com plasma humano. Os componentes 

de fibrinogênio e trombina são geralmente liofilizados, e antes do uso são 

solubilizados com soluções de aprotinina e cloreto de cálcio, 

respectivamente. A mistura desses dois componentes solubilizados 

desencadeia a etapa final da coagulação, gerando um coágulo de fibrina58. 

Kalbermatten et al. 60 demonstraram que o conduto de fibrina 

proporciona um maior crescimento axonal comparado ao conduto de PHB 

em modelo experimental após 4 semanas da sua implantação. Pettersson et 

al. 61 demonstraram que o conduto de fibrina proporciona regeneração de até 

86% de axônios mielinizados comparados com tratamento padrão (enxerto 

de nervo autólogo) em modelo experimental após 16 semanas. Apesar de 

ser material válido para confecção de substitutos nervosos, os condutos de 

fibrina também não superaram os resultados do tratamento padrão62. 

Na tentativa de melhorar resultados obtidos com uso de condutos e 

associado ao vasto conhecimento acerca da fisiologia da regeneração de 

nervo periférico, diversos estudos usando drogas sistêmicas, fatores de 

crescimento ou mesmo adição de células associados aos condutos 

biológicos e sintéticos foram e ainda estão sendo realizados8, 36, 63-65. 

Técnicas de engenharia de tecidos que melhorem a resposta endógena à 

lesão nervosa podem fornecer uma estratégia alternativa de reparo66, 67. 
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Entre as drogas testadas, podemos citar o Tacrolimus (FK506), um 

imunossupressor que aumenta a taxa de regeneração neural in vivo e in 

vitro63. Em nosso meio, Tuma Jr. et al. 36 testaram o uso dessa droga 

associada a aloenxerto e Costa63 testou seu uso associado a condutos de 

APG. 

A adição de fatores de crescimento também é motivo de pesquisa65. O 

que se observa nesses estudos é que a adição desses componentes modula 

a ação celular e a regeneração do nervo e apresenta resultados variados, 

podendo melhorar a regeneração, não influenciá-la ou até mesmo piorá-la. 

Em virtude da ação fundamental que células de Schwann exercem na 

regeneração do nervo lesado e graças aos avanços nos métodos de 

obtenção e cultivo celular, foi possível realizar estudos in vitro68, 69. Verificou-

se que acrescentando células de Schwann cultivadas aos condutos de nervo 

ocorre melhora na regeneração nervosa70-72. Entretanto, o uso de células 

autólogas impõe limitações clínicas. A necessidade de nervo autólogo como 

doador dessas células para o cultivo ocasiona morbidade adicional, 

semelhante à coleta do nervo para autoenxerto. Além disso, o tempo 

necessário para cultivo das células de Schwann até se alcançar o número 

necessário para o tratamento é longo e isso poderia atrasar seu início66. 

Demonstrou-se que o atraso no reparo de lesões em nervos periféricos é um 

potencial redutor da regeneração nervosa73, 74, assim como contribui para 

comprometimento na recuperação do órgão-alvo75. 

O uso de células de Schwann alógenas também foi testado como 

alternativa ao uso das células autógenas. A vantagem das células alógenas 
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consiste na ausência de necessidade da coleta de nervo autógeno como 

doador das células de Schwann e, com isso, a cultura das células poderia 

ocorrer antes e não atrasar o início do tratamento. 

Mosahebi et al. 72 demonstraram in vivo que células de Schwann 

alógenas melhoram a regeneração axonal, apesar dos resultados serem um 

pouco inferiores comparados às células autógenas. As células alógenas 

foram rejeitadas após 6 semanas sem o uso de imunossupressor, mas 

apesar disso não houve aumento da resposta inflamatória local, o que 

poderia ser deletério para regeneração. Entretanto, existem resultados 

controversos na literatura. Guenard et al. 70 demonstraram que células de 

Schwann alógenas causam uma grande reação inflamatória que prejudica a 

regeneração sem uso de imunossupressor, enquanto Rodriguez et al.71 

demonstraram que seu uso não interferiu na regeneração. 

Apesar das limitações clínicas e técnicas no uso das células de 

Schwann autólogas e das controvérsias quanto aos benefícios da utilização 

das células de Schwann alógenas, o aumento da sinalização celular 

decorrente da presença dessas células é fator relevante na potencialização 

do processo de regeneração axonal. Uma alternativa que tivesse 

características potencializadoras semelhantes às das células de Schwann, 

porém com menos limitações técnicas, seria o ideal. 

A célula ideal para transplante deve ser de fácil acesso, proliferar 

rapidamente, não causar morbidade significativa na sua coleta, ser 

imunologicamente compatível e se integrar com sucesso na área 

semeada76. 



Introdução  
   
 

 

13

As células-tronco mesenquimais preenchem bem esses critérios para 

uma célula ideal de transplante. Elas têm coleta relativamente fácil, 

proliferam rapidamente, são biologicamente compatíveis (autógenas) e 

possuem características de diferenciação multipotencial. O uso dessas 

células como potencializadoras da regeneração de nervos periféricos 

apresenta resultados promissores na literatura30, 66, 77-79. Estudos 

demonstraram que a regeneração nervosa foi incrementada pela adição de 

células-tronco mesenquimais diferenciadas em fenótipos de células de 

Schwann em condutos de nervo. As células-tronco mesenquimais também 

parecem proporcionar microambiente favorável à migração de células de 

Schwann dos cotos neuronais em crescimento graças à produção de fatores 

de crescimento e mediadores celulares66. 

Já foi demonstrado que é possível retirar células-tronco mesenquimais 

de tecidos como pele, medula óssea e tecido adiposo77, 80, 81. Os primeiros 

trabalhos usando células-tronco mesenquimais no tratamento de lesões de 

nervo periférico foram feitos com células-tronco provenientes de medula 

óssea (BMSC). Verificou-se que a adição dessas células-tronco 

diferenciadas em fenótipo de células de Schwann melhora a regeneração 

neural82-84. 

Apesar dos bons resultados no uso de células-tronco provenientes de 

medula óssea, há uma grande desvantagem no seu manuseio, que consiste 

no procedimento de coleta das células, que é muito invasivo e doloroso, 

além de proporcionar um baixo número de células. Por isso, alternativas a 

essa fonte foram estudadas85. 
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Nesse contexto, as células-tronco derivadas de tecido adiposo 

despertaram interesse na comunidade científica em virtude das suas 

vantagens técnicas. Fácil coleta durante procedimento de lipoaspiração e  

abundância de tecido adiposo no ser humano elegeram-na como uma 

potencial substituta das células-tronco de medula óssea66, 86. Estas células 

são denominadas Adipose-Derived Stem Cells (ADSC). 

ADSCs representam aproximadamente 2% das células lipoaspiradas85, 

ao passo que a frequência de BMSC na medula óssea é de 1 a cada 20.000 

a 1 a cada 100.00087, 88. Além disso, o rendimento obtido por punção de 

medula óssea varia conforme a idade, massa corporal e local da aspiração87, 

88. Comparativamente, relatou-se a obtenção de, em média, 5.000 CFU 

(colony-forming units) por grama de lipoaspirado contra 100 a 1.000 CFU por 

mL de medula óssea85. 

As ADSCs, durante o processo de obtenção para cultivo, são coletadas 

da fração do estroma vascular do tecido adiposo89. Esse estroma vascular é 

obtido após a digestão enzimática do tecido e centrifugação, conforme 

técnica adotada. As células do estroma vascular são as células contidas no 

pellet (botão celular) resultantes da centrifugação. As células do pellet são 

então semeadas em garrafas de cultura. Sabe-se que as células sanguíneas 

não aderem às garrafas de plástico de cultura e as células mesenquimais 

sim90.  

O meio de cultura é trocado a cada 72 horas, o que elimina as células 

do sangue e seleciona as células-tronco mesenquimais aderidas89. O uso do 

meio de cultura apropriado para as células-tronco também ajuda nessa 
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seleção. Desse modo, à medida que o meio de cultura é trocado e ocorrem 

as amplificações das culturas, as ADSC são selecionadas e cultivadas91. 

Porém, a aderência às garrafas de cultura de plástico não é uma 

característica exclusiva das células-tronco mesenquimais; outras células, 

como fibroblastos, também o fazem, sendo então necessária a comprovação 

de que essas células cultivadas são realmente ADSCs.  

A International Society for Cellular Therapy92 definiu critérios mínimos 

para que uma população de células seja considerada célula-tronco 

mesenquimal. Essas células devem obedecer a, no mínimo, três pré-

requisitos: 

1.  ser plástico-aderentes quando mantidas em condições de cultura; 

2.  ser positivas para CD105, CD73 e CD90, e negativas para CD45, CD34, 

CD14, CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR. Contudo, dependendo da fonte 

da qual são obtidas, métodos de isolamento celular e características da 

cultura, a expressão desses marcadores pode ocorrer de forma variada. 

As CTM também podem expressar outras proteínas de superfície, como 

CD44, CD71 (receptor de transferrina), Stro-1, fibronectina, vimentina, 

CD73 (ecto-5’-nucleotidase, SH3 e SH4), entre outras. Ainda são 

necessários mais estudos para elucidar a variabilidade de expressão de 

diversos marcadores; 

3.  ser capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos. 

Estudos demonstram que o uso de ADSCs melhora a regeneração de 

nervos periféricos. Kingham et al.66 verificaram que ADSCs diferenciadas em 
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fenótipo de células de Schwann aumentavam o crescimento neuronal in vitro 

em proporção semelhante à adição de células de Schwann cultivadas.  

Di Summa et al.78 demonstraram que adição de ADSC diferenciadas 

em fenótipo de células de Schwann dentro de um conduto de fibrina 

potencializou o crescimento neural. Além disso, verificaram que o conduto 

de fibrina possuía boa capacidade de reter as células-tronco semeadas no 

seu lúmen.  

Erba et al.79 demonstraram que ADSC indiferenciadas também 

potencializam a regeneração nervosa, sem a necessidade de indução à 

diferenciação em fenótipos de células de Schwann em condutos de poli-3-

hidroxibutarato (PHB). O fato de não ser necessário diferenciar as células-

tronco em fenótipo de células de Schwann é importante, porque pode-se 

usar a célula-tronco ainda indiferenciada, o que reduz em muito o tempo de 

cultivo das célula in vitro para seu uso clínico. Esses estudos avaliaram a 

melhora na regeneração por histomorfometria e testes laboratoriais, não 

sendo avaliado se houve melhora funcional nos ratos estudados nem 

tampouco comparando-se esses resultados com o tratamento padrão, 

autoenxerto de nervo. 

Liu et al.93 verificaram que a adição de ADSC indiferenciadas em 

enxerto de nervo acelular alógeno melhorou a regeneração nervosa em 

ratos comparado ao enxerto acelular alógeno sem ADSC. Foi verificado que 

o grupo enxerto de nervo alógeno + ADSC obteve resultados superiores ao 

grupo enxerto de nervo alógeno acelular tanto histologicamente quanto 
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funcionalmente. Neste trabalho (porém) também não foi comparada a adição 

de ADSC no substituto nervoso com o autoenxerto de nervo.   

A literatura especializada prega que condutos aloplásticos podem ser 

usados como substituto de enxerto de nervo. Contudo, ainda não há nenhum 

conduto biológico ou sintético disponível para uso clínico que tenha a 

mesma capacidade regenerativa do autoenxerto de nervo. A adição de 

células de Schwann como potencializadores do processo de regeneração 

axonal também é fato consistente descrito na literatura. Nos últimos anos, 

descobriu-se que as células de Schwann podem ser substituídas por células-

tronco mesenquimais com o efeito indutor semelhante na regeneração 

nervosa. 

Nenhum estudo até hoje comparou a adição de ADSC indiferenciadas 

em conduto aloplástico com o tratamento padrão. Esse estudo irá comparar 

a adição de ADSC em um conduto de fibrina ao enxerto autógeno de nervo. 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar a influência da adição de células-tronco mesenquimais 

derivadas de tecido adiposo (ADSC) em conduto de fibrina na regeneração 

de nervo periférico, comparando-a à enxertia de nervo autógeno (tratamento 

padrão) em modelo experimental de ratos. 
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3 MÉTODOS 

 

Estudo experimental, longitudinal, prospectivo, randomizado, 

controlado, não cego. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de 

Ética e Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da USP sob o número 

269/11 e desenvolvido no Laboratório de Investigação Médica 04 do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP – Cirurgia Plástica e 

Microcirurgia. Subsidiado pela FAPESP sob número 2013/10380-5. 

 

3.1  Amostra 

 
A amostra foi composta de 30 ratos machos (Rattus norvegicus 

albinus, Rodentia mammalia), isogênicos, da linhagem Wistar, com idade de 

aproximadamente de 8 semanas e com peso variando entre 250 e 350 

gramas. 

Todos os animais foram mantidos por 12 semanas antes da realização 

de ortotanásia para realização de estudos histológicos. 

 

3.1.1 Normatizações e ética 

Todas as fases experimentais do trabalho obedeceram os Princípios 

Éticos na Experimentação Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA), e cujos artigos englobam três princípios 

básicos: sensibilidade, bom senso e boa ciência94. 

Foram seguidas, também, as determinações da Lei Federal 6.638, de 8 

de maio de 1979, que estabelece normas para a prática didático-científica da 
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vivissecção de animais, e o Projeto de Lei 1.153/95, de 20 de maio de 2008, 

conhecido como Lei Arouca, que regulamentou o uso de cobaias em 

pesquisas científicas no Brasil. 

 

3.2  Grupos de estudo e organização do experimento  

 

Os animais foram separados em 3 grupos equitativos: (A) grupo 

enxerto de nervo autólogo (grupo Autoenxerto), (B) grupo conduto de fibrina 

(grupo Conduto) e (C) grupo conduto de fibrina com adição de células-tronco 

mesenquimais alógenas derivadas de tecido adiposo (grupo ADSC), como 

demonstrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Grupos de estudo 

Grupos Descrição N 

Autoenxerto 
Ressecção de porção 10 mm de nervo ciático direito e 
enxertia autóloga reversa com anastomose término-
terminal 

10 

Conduto 
Conduto de fibrina com anastomose término-terminal 
entre os cotos proximal e distal do defeito de 10 mm do 
nervo ciático direito 

10 

ADSC 

Conduto de fibrina com a adição de células-tronco 
mesenquimais derivadas de tecido adiposo alógeno 
(ADSC) com anastomose término-terminal entre os 
cotos proximal e distal do defeito de 10 mm do nervo 
ciático direito 

10 

 

Todos os grupos foram mantidos por um período de 12 semanas antes 

da ortotanásia dos ratos para realização de estudos histológicos. 
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3.3  Preparo dos condutos 

 

Os condutos de fibrina foram preparados com dois componentes da 

cola de fibrina (TISSUCOL®; Baxter SA, Volketswil, Switzerland) colocados 

em um molde pré-fabricado de silicone (Silatec®, DMG, Hamburg, Germany), 

prensado por parafusos (Figura 1). A cola, segundo o fabricante, contém 70 

a 110 mg/mL de fibrinogênio, <10 UI/mL de fator XIII da coagulação, 3.000 

KUI/mL de aprotinina, 500 UI/mL de trombina 500 e 40 μmol/L de cloreto de 

cálcio95. 

O conduto foi moldado ao redor de uma haste de aço inoxidável com 2 

mm de diâmetro encaixada no molde de silicone, de modo que se formou um 

tubo de 14 mm de comprimento com luz de 2 mm e parede com 1 mm de 

espessura, como demonstrado na Figura 1, segundo método publicado por 

Kalbermatten et al. 60 os condutos são construídos em ambiente esterilizado 

e a cola é misturada conforme as orientações do fabricante95. 
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Figura 1 -  Etapas da confecção do conduto feito de cola de fibrina 

(Tissucol®) em um molde de compressão de silicone 
especialmente fabricado; A - colocação da cola de fibrina no 
molde; B - conduto após polimerização da cola; C - conduto em 
visão lateral com 14 mm de comprimento; D - conduto visão 
frontal demostrando a luz de 2 mm 
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3.4  Obtenção e cultura das células-tronco mesenquimais derivadas de 

tecido adiposo (ADSC)  

 

As ADSC foram isoladas de ratos adultos da raça Wistar. O tecido 

adiposo da região inguinal foi cuidadosamente retirado, em ambiente 

classificado ISO 7, com dissecção com lâmina de bisturi (Figura 2). Esse 

tecido foi colocado em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Médium) com solução a 2% de antibiótico/antimicótico (100 μg/mL de 

estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina e 0,25 μg/mL de anfotericina B – 

Gibco®, Life Technologies, NY, USA) para transporte ao laboratório. 

 

Figura 2 -  Coleta de tecido adiposo da região inguinal de rato Wistar. Na 
pinça observa-se o tecido adiposo dissecado 

 

Esse tecido adiposo foi dissecado e fragmentado (Figura 3.A) e então 

submetido à digestão enzimática pela adição de colagenase tipo I a 0,1%  

(1 mg/mL) diluída em DMEM, na proporção de 3 mg de colagenase (3 mL) 

para cada 1 grama de tecido adiposo coletado. A digestão foi realizada em 
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frasco spinner e o material dessa digestão incubado a 37ºC sob agitação 

branda por 60 minutos.  

Após a digestão enzimática, a colagenase foi inativada com o mesmo 

volume de meio de cultura (DMEM) contendo Soro Bovino Fetal (SBF), e 

então o produto resultante foi submetido à centrifugação por 5 minutos a 800 

g para que se isolassem as células da matriz extracelular, as quais 

decantaram no fundo do frasco formando um precipitado celular ou pellet 

(Figura 3.B). O líquido sobrenadante foi, então, descartado e o pellet 

ressuspendido em D20 (DMEM mais 20% de SBF + 1% de solução de 

antibiótico/antifúngico - Gibco®) para posterior transferência para frascos de 

cultura de células de 25 cm2 de área e incubação a 37oC em uma atmosfera 

de 5% de CO2 
66 (Figura 3C). A cada 72 horas, o meio de cultura foi trocado. 

As culturas foram amplificadas sempre que as células apresentaram 

semiconfluência até atingirem o número necessário de células para a 

realização dos experimentos propostos a seguir e/ou conservação das 

células por congelamento.  

Todos os experimentos foram realizados entre a terceira e a quinta 

amplificação (P3-P5). 
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Figura 3 -  Etapa do processo de obtenção de ADSC. A - processamento da 
gordura inguinal retirada para digestão enzimática; B - 
centrifugação após digestão enzimática da gordura; C - cultura 
das ADSC em condições controladas 

 

 

3.4.1 Caracterização das ADSC por citometria de fluxo 

ADSCs, na quarta passagem, foram cultivadas, em meio específico, 

por 48 horas. Após este período, foram separadas 2x106 ADSC e colocadas 

em 1,0 mL de D20 (meio de cultura) para o protocolo de caracterização por 

citometria de fluxo. 

As células foram centrifugadas por 5 minutos a 400 g, e então o 

sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células foram incubadas com o 

1 µL de cada anticorpo para os marcadores de superfície celular CD29, 

CD31, CD44 e CD45 por 30 minutos a 4ºC, em ambiente escuro.  As células 

controle foram marcadas com anticorpo isotipo IgG. A seguir, as células 

foram lavadas em solução tampão de fostato (Phosphate Buffer Solution - 

PBS) e centrifugadas novamente por 5 minutos a 400 g. Finalmente, após 

descarte do sobrenadante, foram adicionados 300 µL do tampão 

PharmingenStain Buffer (BSA) para a leitura no citômetro de fluxo Fortessa 
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(LSRFortessa, BD, Califórnia, USA). Os resultados da leitura foram 

analisados no programa de computador FlowJo versão 10 (Tree Star, INc., 

Ashland, OR, EUA)80, 96-98.  

 

3.4.2  Indução à diferenciação de células-tronco  

As ADSCs na quarta passagem (P4) foram colocadas em meio para 

indução adipogênica e em meio para indução osteogênica. O meio de 

indução adipogênico foi composto de DMEM suplementado com SBF 10%, 

0,5 mM isobutil-metilxantina (IBMX), 1 uM dexametasona, 10 uM insulina, e 

200 uM indometacina. O meio de indução osteogênica consistia em DMEM 

suplementado com SBF 10%, 01 uM dexametasona, 50 uM 2-fosfo-

ascorbato, e 10 mM beta-glicerolfosfato. Os meios de diferenciação foram 

trocados a cada 72 horas e as células em indução adipogênicas ficaram sob 

esse regime durante 12 dias e então foram coradas com Oil Red O* 

(Vermelho de Óleo O). As células expostas ao meio de diferenciação 

osteogênica ficaram 21 dias em diferenciação e então foram coradas com 

Alizarin Red S* (Vermelho de Alizarina S) para confirmar a diferenciação, 

conforme consagrado na literatura93. ADSCs em P4 foram mantidas em 

meio para cultura padrão D20 como controle, enquanto as ADSCs estavam 

em diferenciação. 

 

 

                                                            
*  Nota: os corantes Oil Red O e Alizarin Red S foram cedidos pelo laboratório de Histologia 
da Faculdade de Medicina da USP. 
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3.5  Procedimento cirúrgico 

 

Os animais foram pesados e mantidos sob anestesia geral pela 

administração intraperitoneal de pentobarbital (30 a 40 mg/kg) e colocados 

em decúbito ventral.  

O nervo ciático foi exposto por uma incisão transversal na raiz da coxa 

direita e dissecção romba entre os músculos glúteos e bíceps femoral, 

tomando-se cuidado com a artéria femoral profunda (Figura 4A). Em todos 

os grupos foram realizadas ressecções de um segmento de 10 mm do nervo 

ciático direito antes de sua bifurcação (Figura 4B).  

 

Figura 4 -  Procedimento cirúrgico. A - exposição do nervo ciático direito; B 
- após ressecção de fragmento de 10 mm 

 

No grupo Autoenxerto, foi interposto de forma reversa o autoenxerto de 

nervo (segmento de 10 mm ressecado) por meio de neurorrafia término-

terminal nos cotos proximais e distais do nervo ciático remanescente com fio 
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mononylon 10.0 (Ethicon®; Johnson & Johnson SA, New Brunswick, NJ, 

USA) sob magnificação microscópica (OPMi6 Surgical Microscope, Zeiss, 

Germany) de 10 vezes (Figura 5A).  

No grupo Conduto, no local do defeito de 10 mm foi interposto um 

conduto de fibrina de 14 mm de comprimento, então um segmento de 2 mm 

de nervo foi introduzido na luz do conduto de cada lado. Foi realizada uma 

sutura em U entre o epineuro do nervo e a parede do conduto com o mesmo 

fio e magnificação descritos anteriormente (Figura 5B). 

No grupo ADSC foi realizado o procedimento padrão conforme descrito 

previamente, interpondo o conduto de fibrina no local do defeito (mesmo 

padrão do grupo conduto) (Figura 5B). Na sequência foram adicionadas 

células-tronco mesenquimais (ADSCs) dentro do lúmen desses condutos; a 

saber: foram semeadas 1x106 células diluídas em 50 μL (0,05 mL) de D20. 

Para evitar o extravasamento das ADSCs do lúmen do conduto para as 

extremidades distais e proximais, elas foram seladas com cola de fibrina, 

sendo a distal selada previamente à adição das ADSCs e a proximal após a 

adição das células. 
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Figura 5 -  Procedimento cirúrgico. A - aspecto final do autoenxerto de 
nervo; B - interposição do conduto de fibrina - usado nos grupos 
Conduto e ADSC 

 

Após a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em 

ambiente controlado, recebendo água ad libitum, acrescida de dipirona 

sódica para analgesia nas primeiras 48 horas de pós-operatório e ração à 

vontade. Os animais permaneceram sob este regime até a data prevista 

para as aferições do experimento.  

 

3.6 Aferições 

 

3.6.1 Massa Corporal  

 

Os ratos foram pesados em balança analítica (Ohaus MB 35 Mettler®), 

no pré-operatório, e com 84 dias (12 semanas) de pós-operatório.  
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3.6.2 Teste da marcha 

 

A avaliação funcional da regeneração do nervo ciático do rato foi feita   

pelo teste da marcha, também conhecido como método “walking track 

analysis” (WT), de acordo com o método previamente descrito por De 

Medinaceli et al. 99 e modificado por Bain et al. 100, tomando-se como base as 

seguintes variáveis: extensão da pegada (distância da extremidade do 3o 

dedo até o calcâneo), largura da pegada (distância entre o 1o e 5o dedos) e a 

distância entre os dedos intermediários (2o e 4o dedos), todos considerados 

a partir da pata traseira do rato (Figura 6). Tal método permite o cálculo do 

Índice de Função Ciática (IFC) de Bain-Mackinnon-Hunter101-106 (Quadro 1). 

 

Quadro 1 - Fórmula para cálculo do Índice de Função Ciática (IFC) 

 

IFC= 38,3 x (EPE-EPN/EPN) + 109,5 x (LPE-LPN/LPN) + 13,3 x (DDIE-DDIN/DDIN)  –8,8 

Onde:  

IFC: índice de função ciática 

EPE/EPN: extensão da pegada experimental (EPE) e normal (EPN) 

LPE/LPN: largura da pegada experimental (LPE) e normal (LPN) 

DDIE/DDIN: distância entre os dedos intermediários experimental (DDIE) e  normal (DDIN) 

Obs.: os valores 38,3; 109,5; 13,3 e -8,8 são constantes da fórmula.  

 

O teste da marcha foi realizado previamente a qualquer procedimento 

cirúrgico em todos os grupos do estudo, para cálculo de valores basais do 

IFC e posteriormente com 4, 8 e 12 semanas de pós-operatório. 
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Figura 6 -  Marca de uma pegada da pata traseira do rato (em preto). As 
linhas azuis representam as distâncias mensuradas necessárias 
para o cálculo do IFC 

 

Os valores obtidos pela fórmula (IFC) são representativos do déficit 

funcional: zero representa a normalidade, –100 a perda total da função e 

variações de ±10 estão nos desvios da normalidade para a fórmula. Valores 

intermediários a esses indicam déficits parciais de função. 

Um corredor com medidas padronizadas de 42x8,2 cm e com as 

extremidades abertas foi usado para o teste da marcha. Os animais têm 

suas patas traseiras impregnadas com tinta nanquim preta e então foram 

liberados para deambular sobre uma folha de papel branco nas dimensões 

do corredor. Previamente a qualquer procedimento cirúrgico, os ratos foram 

treinados a andar no corredor do Walking Track.  

Por norma, as aferições foram realizadas pelo mesmo examinador, que 

não sabia a qual grupo o animal que estava sendo avaliado pertencia.   
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3.6.3 Sacrifício e coleta das peças 

 

Após completar 12 semanas de pós-operatório, foram realizadas 

reexplorações cirúrgicas dos nervos ciáticos operados. Após anestesia, 

imobilização em decúbito ventral e antissepsia, os animais foram submetidos 

a uma ampla incisão no membro posterior direito, permitindo acesso ao 

nervo ciático até sua bifurcação em fibular comum e tibial. Foi coletado um 

fragmento do nervo ciático, de aproximadamente 5 mm, para análise 

histológica. Foi padronizado que o segmento do nervo fosse colhido 5 mm 

distal à linha de sutura do enxerto de nervo ou à sutura conduto-nervo (sítio 

cirúrgico), de acordo com cada grupo. Também procedeu-se à coleta dos 

músculos tríceps surais direito e esquerdo de cada rato, abrangendo 100% 

do corpo muscular, desde sua origem até sua inserção, sem o tendão.  

Posteriormente à coleta das peças histológicas, os animais foram 

sacrificados ao receberem dose letal de anestésico (pentobarbital sódico), 

por via intraperitoneal e foram desprezados em lixo biológico do Instituto de 

Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. 

 

3.6.4 Peso do músculo tríceps sural  

 

Após a coleta do material para avaliação histológica foram dissecados 

os músculos tríceps surais, sem o tendão, do lado operado e do lado 

contralateral para pesagem. Após a coleta do músculo, tomou-se o cuidado 

de enxugá-lo, para remoção de sangue e quaisquer outros fluidos, e então 
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ele foi pesado em balança analítica de alta precisão (Ohaus MB 35 Mettler®), 

seguindo orientações do estudo de Yan et al.107 e Salles et al.108 Foram 

coletados os valores das massas musculares do lado operado e não 

operado, e com esses dados foi possível o cálculo do índice de peso, 

dividindo-se o peso do lado operado pelo lado não operado. 

 

3.6.5 Avaliação histomorfométrica 

 

Os segmentos do nervo ciático direito coletados foram fixados com 

solução isotônica tamponada de formaldeído a 4%. Após esse processo as 

peças foram desidratadas em concentrações crescentes de álcool etílico 

(70°, 80°, 90°, 95° e absoluto 1, 2, 3, 4), depois mistura de álcool etílico 

absoluto e xilol a 50%. Finalmente as peças foram diafanizadas com xilol 1, 

2, 3, e incluídas em parafina. Em seguida, foram obtidos cortes histológicos 

na espessura de 2 μm corados com tricrômico de Masson. Foram realizados 

6 cortes de um mesmo segmento de nervo. 

Foram avaliadas as características da arquitetura geral do nervo 

regenerado, como o padrão geral de organização do tecido neural dentro 

dos tubos, reorganização axonal em fascículos e do tecido conjuntivo epi-

perineurais, presença de escape de fibras axonais para fora dos limites do 

epineuro e dos fascículos. 

Posteriormente, foram escolhidos os 3 melhores cortes histológicos 

(entre os 6 feitos para cada nervo) em aumento de 100 vezes na 

microscopia óptica. Esses 3 cortes selecionados foram divididos em 4 
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quadrantes. Em cada quadrante foi escolhido aleatoriamente 1 campo de 

400x onde foi realizada fotografia digital para análise em programa de 

computação (Image-Pro-Plus versão 7.0, Media Cybernetics®). Foram 

avaliados 3 cortes histológicos, em cada corte 1 campo em cada quadrante, 

totalizando 12 campos por nervo estudado. Em cada campo foi contado o 

número de fibras mielínicas reinervadas em uma área padronizada de 

10.995 μm2 (Figura 7). Através dessa contagem das fibras mielínicas 

reinervadas chegamos ao valor da densidade axonal108. 

 

Figura 7 -  Corte histológico corado com tricrômico de Masson em aumento 
de 400x. Pode-se verificar as fibras nervosas que foram 
reinervadas (marcadas com X preto) 

 

Após a contagem das fibras mielínicas reinervadas, foi então realizada 

a contagem das áreas das secções transversas (menor diâmetro) das fibras 

nervosas e calculada a média dessas áreas, somando-se o total das áreas 
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medidas e dividindo-se pelo número de fibras contadas no campo 

padronizado (Figura 8). 

 

 

Figura 8 -  Corte histológico corado com tricrômico de Masson em aumento 
de 400x. Pode-se verificar as áreas transversas das fibras 
nervosas que foram reinervadas (marcadas com círculo) 

 

 

3.7 Análise estatística  

 

Inicialmente, todas as variáveis foram submetidas à análise descritiva. 

Para as variáveis quantitativas, a análise foi feita através da observação dos 

valores mínimos e máximos, e do cálculo de médias, desvios-padrão e 

mediana e quartis.  

Para a comparação de três grupos foi utilizado o teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, pois a suposição de normalidade dos dados foi rejeitada. 
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Quando necessária a comparação de dois grupos par a par, foi então 

realizada a aplicação do teste de Mann-Whitney, ajustado pela correção de 

Bonferroni. 

Para a comparação dos grupos ao longo do tempo (momentos de 

avaliação) foi aplicado o teste de Friedman e, quando necessária 

comparação par a par, foi seguido da aplicação do teste dos postos 

sinalizados de Wilcoxon, ajustado pela correção de Bonferroni. 

O nível de significância utilizado para os testes foi de 5% (0,050) para 

a aplicação dos testes e análises estatísticas. Tal nível foi ajustado quando a 

correção de Bonferroni foi usada. 

Todos os dados foram organizados em planilha eletrônica do 

programa de computador Microsoft Excel e analisados com o programa IBM 

SPSS (Statistical Package for Social Sciances) em sua versão 22.0. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Procedimentos com células-tronco (ADSC) 

 

4.1.1 Culturas das ADSC 

 

O crescimento das células-tronco seguiu o padrão esperado. As 

ADSCs quando aderidas na garrafa de cultura à microscopia óptica tinham 

aspecto fusiforme e alongado. O crescimento era acompanhado diariamente 

e, quando a confluência das células atingia 80% ou mais, era realizada 

amplificação da cultura para garrafa maior ou mesmo duas (Figura 9). As 

culturas foram mantidas até conseguirmos o número de células necessárias 

para os experimentos, para os testes laboratoriais e para o congelamento de 

células de reserva. 
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Figura 9 -  Evolução do crescimento da cultura celular vista à microscopia 
óptica de luz invertida. A - confluência de aproximadamente 
15%; B - confluência de 40%; C - confluência de 80%; D - 
confluência de praticamente 100% 
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4.1.2 Caracterização das ADSCs por citometria de fluxo 

 

Foram separadas 2 x 106 ADSC na quarta passagem e colocadas em 

1,5 mL de D20 (meio de cultura). As células foram marcadas com anticorpos 

para os antígenos de superfície CD29, CD31 CD44 e CD45. Após análise 

por citômetro de fluxo, os marcadores de superfície celular CD29 e CD44 

foram positivos e os marcadores CD31 e CD45 negativos, como 

demonstrado na Figura 10. 
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Figura 10 -  Resultado da citometria de fluxo das ADSCs. Em preto e azul 
escuro, a demarcação das ADSCs sem a presença dos 
marcadores de superfície - controle negativo. Em azul claro, a 
demarcação das ADSCs com a presença dos marcadores para 
CD29, CD44, CD31 e CD45. Nota-se que as ADSCs marcaram 
positivo para CD29 e CD44 e marcaram negativo para CD31 e 
CD45 
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4.1.3 Indução da diferenciação das ADSCs 

 

As ADSCs (Figura 11A) mantidas em meio para diferenciação 

adipogênica foram mudando seu fenótipo de fusiformes para arredondado e 

aumentando seu volume, assumindo após os 14 dias de cultivo formato e 

tamanho semelhantes a adipócitos (Figura 11B). Após coloração de Oil Red 

O, as células com acúmulo citoplasmático de lipídeos foram marcadas em 

vermelho, como mostrado na Figura 11C e D. 

As ADSCs (Figura 12A) submetidas a diferenciação osteogênica 

também mudaram seu fenótipo de fusiformes para arredondado (Figura 

12B), porém menores em volume que as células indiferenciadas. Foi 

possível ver grânulos de acúmulo de cálcio dispersos no extracelular. A 

coloração com Alizarin Red S confirmou os achados da microscopia óptica 

de luz invertida (Figuras 12C e 12D). 

As ADSCs controle que foram mantidas em meio padrão (D20) não se 

diferenciaram durante os 21 dias de experimento. 
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Figura 11 -  ADSCs antes (A) e após diferenciação adipogênica (B) vistas 
ao microscópio óptico de luz invertida. As ADSCs coradas com 
Oil Red O em aumento de 40X (C) e 400X (D) 
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Figura 12 -  ADSCs antes (A) e após diferenciação osteogênica (B) vistas 
ao microscópio óptico de luz invertida. As ADSCs coradas com 
Alizarin Red S em aumento de 40X (C) e 100X (D) 

 



Resultados  
   
 

 

47

4.2 Aferições dos experimentos 

 

Todos os animais toleraram bem os procedimentos, não ocorrendo 

nenhum caso de óbito. Ocorreram 3 casos de automutilação, um de cada 

grupo. 

 

4.2.1 Massa corporal 

 

Todos os ratos do experimento estavam dentro do intervalo de peso 

esperado. Não houve diferença estatisticamente significativa de peso dos 

ratos no pré-operatório (p=0,300) nem tampouco no pós-operatório de 12 

semanas (p=0,187), sendo o ganho de massa semelhante nos três grupos 

estudados (Tabela 2). 

 

Tabela 2 -  Massa corporal - média e desvio padrão dos grupos no pré-
operatório e no pós-operatório de 12 semanas. Valor de p da 
comparação entre os grupos 

 

 Pré-operatório 12 semanas 

Grupo Autoenxerto 298,9±23,2 492,2±26,3 

Grupo Conduto 290,6±13,8 479,4±16,8 

Grupo ADSC 282,3±10,0 470,9±11,6 

Valor de p 0,300 0,187 
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4.2.2 Teste da marcha (walking track analysis) 

 

O índice de função ciática (IFC) foi medido e calculado nos animais, no 

pré-operatório, e com 4, 8 e 12 semanas de pós-operatório. Na Tabela 3 são 

apresentados os valores de médias e desvios padrões do IFC nas 

avaliações dos diferentes momentos, sendo expressos como porcentagem 

de perda da função normal. Também são apresentados os valores de p das 

comparações dos 3 grupos entre si. 

 

Tabela 3 -  Índice de função ciática (IFC) - média e desvio padrão entre os 
três grupos nos diferentes momentos. Valor de p da comparação 
entre os grupos 

 

Semana pós-
operatória 

Grupo 
Autoenxerto 

Grupo 
Conduto 

Grupo ADSC 
Valor de p 

Pré-op –6,29±2,67 –6,89±3,65 –8,18±4,06 p=0,727 

4 –75,14±9,66 –79,13±4,64 –73,62±7,02 p=0,293 

8 –53,11±4,43 –61,66±2,20 –57,74±3,40 p=0,001 

12 –35,60±1,97 –53,33±2,83 –44,74±3,09 p<0,001 

 

A análise estatística pelo método de Kruskal-Wallis, com nível de 

evidência de significância (p<0,05), não demonstrou diferença 

estatisticamente significativa entre os 3 grupos em relação ao IFC no pré-

operatório (p=0,727) e com 4 semanas de pós-operatório (p=0,293). Nas 

avaliações de 8 e 12 semanas de pós-operatório os grupos apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre os 3 grupos, p=0,001 e 

p<0,001, respectivamente. 
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Foi então aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela correção de 

Bonferroni, para identificar quais grupos diferiram entre si, quando 

comparados par a par, nos momentos PO 8 e PO 12 semanas, como 

demonstrado na Tabela 4. 

 

Tabela 4 -  Comparação dos grupos par a par no momentos 8 e 12 semanas 
 

Variável 

Par de Grupos 

Autoenxerto  
X  

Conduto 

Autoenxerto  
X  

ADSC 

Conduto  
X  

ADSC 

PO 8 semanas 0,001 0,047 0,015 

PO 12 semanas <0,001   <0,001 <0,001 

alfa de Bonferroni = 0,016952 

 

Com 8 semanas de pós-operatório, não se observou diferença 

estatisticamente significante entre os grupos ADSC e Autoenxerto. Na 

comparação entre os grupos, com 12 semanas, houve diferença 

estatisticamente significante entre todos os grupos. 
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A Figura 13 demonstra pegadas de ratos dos diferentes grupos com 

12 semanas e um exemplo de uma pegada normal (pré-operatório). Nessa 

figura é possível verificar que a pegada do animal do grupo Autoenxerto está 

mais aberta, o que demonstra uma maior recuperação funcional.  

 

Figura 13  -  Aspecto das pegadas dos ratos dos 3 grupos com 12 semanas 
e comparativo com uma pegada normal 
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Avaliou-se também a evolução dos valores de IFC durante o tempo 

em cada grupo. Para isso, foi realizada comparação dos valores nos 

diferentes momentos após a cirurgia (4, 8 e 12 semanas) e o índice basal 

pré-operatório. 

Pode-se verificar no Gráfico 1 que, com 4 semanas de pós-operatório, 

todos os grupos apresentaram piora do IFC em relação ao IFC pré-

operatório. Com 8 semanas e depois com 12 semanas, todos os grupos 

demonstraram uma melhora gradual em relação aos valores de IFC de 4 

semanas, sempre com uma melhor recuperação do grupo Autoenxerto e 

com valores intermediários do grupo ADSC. O grupo Conduto também 

apresentou recuperação gradual, mas sempre com valores de IFC inferiores 

aos demais grupos. Pode-se perceber também que nenhum grupo atingiu os 

valores próximos aos pré-operatórios. 
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Gráfico 1 -   Evolução do IFC (% de perda da função normal) dos grupos 
nos diferentes momentos de avaliação 
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Foi aplicado o teste de Friedman com o intuito de verificar possíveis 

diferenças entre os quatro momentos de avaliação em cada grupo. Como 

foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os 4 

momentos de observação em todos os grupos, foi então aplicado o teste dos 

postos sinalizados de Wilcoxon, com correção de Bonferroni comparando os 

momentos par a par, como descrito na Tabela 5. 

 

Tabela 5 -  Comparação do momentos par a par em cada grupo 

Par de Momento de 
Observação 

Grupos 

Autoenxerto Conduto ADSC 

IFC PO4  -  IFC pré 0,008 0,008 0,008 

IFC PO8  -  IFC pré 0,008 0,008 0,008 

IFC PO12 - IFC pré 0,008 0,008 0,008 

IFC PO8  -  IFC PO4 0,008 0,008 0,008 

IFC PO12 - IFC PO4 0,008 0,008 0,008 

IFC PO12 - IFC PO8 0,008 0,008 0,008 

(alfa de Bonferroni = 0,008512) 

 

 

Avaliando-se os grupos em relação ao tempo, todos apresentaram 

diferença estatisticamente significante nos diferentes momentos de 

avaliação. Nessa avaliação, o par que mais nos interessa é a comparação 

entre o momento pré-operatório e o da recuperação com 12 semanas. 

Nenhum grupo conseguiu resultados com 12 semanas que fossem 

estatisticamente próximos aos valores pré-operatórios. 
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A Figura 14 exemplifica a perda de função causada pela lesão 

nervosa e a posterior recuperação funcional captada pelos exames da 

marcha (WTA). 

 

Figura 14 -  Evolução das pegadas conforme recuperação funcional pós-
operatória em rato do grupo Autoenxerto 
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4.2.3 Inspeção macroscópica 

 

No momento da reexploração cirúrgica para coletas das peças, em 

todos os grupos havia presença de tecido cicatricial de aspecto fisiológico e 

esperado para o pós-operatório. Não houve formação de tecido cicatricial 

exacerbado em nenhum dos grupos. Era possível identificar as duas linhas 

de sutura em todos os grupos. 

Nos grupos Conduto e ADSC, observou-se total reabsorção do conduto 

de fibrina com 12 semanas de procedimento e no local encontrava-se um 

tecido neoformado, de coloração esbranquiçada, neovascularizado, 

compatível com nervo regenerado ligando os cotos proximal e distal do 

nervo ciático (Figura 15). No grupo Autoenxerto, o enxerto de nervo estava 

conectado aos cotos proximal e distal do nervo ciático. Não houve casos de 

formação de neuromas ou de ausência de tecido regenerado ligando os 

cotos proximais e distais do nervo ciático em nenhum dos grupos, fato que 

se presente representaria falha na reconstrução nervosa. 
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Figura 15 -  Procedimento cirúrgico nos grupos reconstruídos com conduto 
de fibrina A - conduto de fibrina no momento do procedimento; 
B - após 12 semanas de procedimento. Notar que houve 
absorção do conduto e crescimento do tecido neoformado 
conectando os cotos do nervo 
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4.2.4 Peso do músculo tríceps sural 

 

A Tabela 6 mostra as diferenças de peso do músculo tríceps sural da 

pata operada e da não operada dos diversos grupos, assim como o índice 

de  peso entre os dois lados (divisão do peso do lado operado pelo lado não 

operado). 

 

Tabela 6 –  Médias e desvios padrões do peso (g) da musculatura tríceps 
sural do lado operado, do lado não operado e do índice de 
peso entre os lados. Valor de p da comparação entre os 3 
grupos 

 

Grupos 
Lado operado  

(g) 
Lado não 

operado (g) 

Índice de peso (lado 
operado / lado não 

operado) (%) 

Autoenxerto 1,61±0,14 2,28±0,22 71,0±4,0 

Conduto 0,82±0,09 2,01±0,23 41,1±3,6 

ADSC 1,10±0,15 2,06±0,25 53,2±4,0 

 p<0,001 p=0,077 p<0,001 
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Verificada a diferença estatisticamente significante entre os três grupos 

para as variáveis peso do lado operado e índice de peso, foi aplicado o teste 

de Mann-Whitney, ajustado pela correção de Bonferroni, para identificar 

quais grupos diferiam-se entre si, quando comparados par a par. Os dados 

estão na Tabela 7. 

 

Tabela 7 -  Valor de p da comparação entre os grupos quando avaliados 
par a par em cada variável analisada 

 

 Par de grupos 

  Autoenxerto  
vs  

Conduto 

Autoenxerto  
vs  

ADSC 

Conduto  
vs    

 ADSC 

Lado operado  <0,001 <0,001 <0,001 

Lado não operado  0,034 0,085 0,757 

Índice de peso <0,001 <0,001 <0,001 

alfa de Bonferroni = 0,016952 
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A Figura 16 demonstra um exemplo de cada grupo. Tomando-se 

arbitrariamente o valor do grupo Autoenxerto (tratamento padrão) como 

100%, pode-se dizer que o grupo Conduto apresentou uma recuperação 

relativa de 58% e o grupo ADSC de 75%. 

 

Figura 16 -  Músculo tríceps sural após 12 semanas do experimento. O 
músculo à direita pertencia à pata operada e a peça à 
esquerda, à pata sem intervenção. Pode-se ver o grau de 
atrofia muscular na pata onde foi simulada a lesão nervosa 
com posterior reconstrução 
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4.2.5 Avaliação histomorfométrica 

 

4.2.5.1 Densidade axonal dos nervos ciáticos 

A densidade de axônios distais ao enxerto ou conduto, medida em 

número de axônios por micrômetro quadrado, foi verificada nos diferentes 

grupos após o sacrifício dos ratos (Figura 17). O Gráfico 2 representa os 

valores das médias e desvios padrões das densidades axonais e o valor de 

p da comparação dos 3 grupos. 

 
Gráfico 2 -  Densidade axonal do nervo ciático (axônios/10.995 μm2). No 

gráfico estão representadas as médias dos grupos, os 
respectivos desvios padrões e o valor de p da comparação 
entre os 3 grupos 
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Verificada a diferença estatisticamente significativa entre os três 

grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela correção de 

Bonferroni, para identificar quais grupos diferiam-se entre si, quando 

comparados par a par. Os dados estão na Tabela 8. 

 

Tabela 8 –  Valor de p da comparação entre os grupos quando avaliados 
par a par 

 

  Par de grupos 

Autoenxerto  
vs  

Conduto 

Autoenxerto  
vs  

ADSC 

Conduto  
vs  

ADSC 

Densidade axonal <0,001 <0,001 <0,001 

alfa de Bonferroni = 0,016952 

 

Os resultados evidenciam que o valor da densidade axonal foi maior no 

grupo Autoenxerto e esse valor foi estatisticamente significativo quando 

comparado aos dois outros grupos (p<0,001). O valor da densidade axonal 

do grupo ADSC foi significantemente maior que o grupo Conduto (p<0,001), 

ficando com um valor intermediário aos dois grupos. 

Tomando-se arbitrariamente o valor do grupo Autoenxerto (tratamento 

padrão) como 100%, pode-se dizer que o grupo ADSC obteve regeneração 

de 87,5% das fibras comparando-se com o tratamento padrão e o grupo 

Conduto de 59,7%.  
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Figura 17 -  A - observa-se um maior número de axônios por campo 
(densidade axonal) no grupo Autoenxerto. Além disso, há 
maior organização estrutural e menos tecido conjuntivo entre 
as fibras no grupo Autoenxerto. B - grupo Conduto. C - grupo 
ADSC. Coloração com tricrômico de Masson em microscopia 
óptica com aumento de 400x 
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4.2.5.2 Áreas das secções transversas das fibras nervosas 

Também foram calculadas as áreas das secções transversas das 

fibras nervosas em todos os grupos (Figura 18). O Gráfico 3 representa os 

valores de médias e desvios padrões das áreas calculadas em cada grupo, 

bem como os valores de p das comparações. 

 
Gráfico 3 -  Áreas das secções transversas das fibras nervosas em todos 

os grupos. No gráfico estão representadas as médias dos 
grupos, os respectivos desvios padrões e o valor de p da 
comparação entre os 3 grupos 
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Verificada a diferença estatisticamente significativa entre os três 

grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela correção de 

Bonferroni, para identificar quais grupos diferiam-se entre si, quando 

comparados par a par. Os dados estão na Tabela 9. 

 

Tabela 9 -  Valor de p da comparação entre os grupos quando avaliados 
par a par 

 

 Par de grupos 

  Autoenxerto  
vs  

Conduto 

Autoenxerto  
vs  

ADSC 

Conduto  
vs  

ADSC 

Área das secções 
transversas das 
fibras nervosas 

<0,001 <0,001 0,047 

alfa de Bonferroni = 0,016952 

 

As maiores áreas médias das secções transversas das fibras nervosas 

foram observadas no grupo Autoenxerto, e esses valores foram 

estatisticamente significantes em relação aos outros dois grupos. As áreas 

médias das secções transversas das fibras nervosas do grupo ADSC foram 

maiores que as do grupo Conduto, porém sem diferença estatisticamente 

significativa. 
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Figura 18 -  Pode-se verificar presença de fibras com diâmetros maiores e 
com maior variedade de diâmetros no grupo Autoenxerto (A) 
em comparação aos outros dois grupos, grupo Conduto (B) e 
grupo ADSC (C). Coloração com tricrômico de Masson. 
Microscopia óptica 400x 
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4.2.5.3 Análise histológica não quantitativa 

A arquitetura geral do nervo foi avaliada. Observou-se que os 

segmentos de nervo ciático dos animais do grupo Autoenxerto eram mais 

regulares e organizados no seu contorno externo, sendo os do grupo 

Conduto os que demonstraram os contornos mais irregulares e arquitetura 

menos organizada. Os nervos variaram de monofasciculado a 

tetrafasciculado nos 3 grupos.  

Os fascículos estavam bem delimitados pelo perineuro em todos os 

grupos. A formação de tecido conjuntivo mostrou-se mais exuberante nos 

animais do grupo Conduto e do grupo ADSC (Figura 19). O Grupo 

Autoenxerto apresentou os feixes com contornos mais regulares, com menor 

quantidade de tecido conjuntivo entre os fascículos. Neoangiogênese foi 

observada nos 3 grupos, tanto dentro dos fascículos quanto no tecido 

conjuntivo (perineuro). No grupo Autoenxerto houve presença um pouco 

maior de vascularização, também de uma forma mais bem distribuída 

(Figura 20).  

A distribuição de axônios remielinizados dentro dos fascículos do nervo 

se deu de forma homogênea nos 3 grupos. A presença de escape de fibras 

axonais para fora dos fascículos foi observada nos 3 grupos, sendo mais 

intensa no grupo ADSC, seguido pelo grupo Conduto. No grupo Autoenxerto 

houve escape de fibras regeneradas para fora dos fascículos, mas em 

quantidade consideravelmente menor que nos outros dois grupos. 

Tendo em vista que as avaliações foram subjetivas, não foram 

realizados testes estatísticos para comparação dos 3 grupos. 
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Figura 19 -  Representação dos 3 grupos. Pode-se verificar a delimitação 
dos fascículos nos 3 grupos. Nos grupos Conduto e ADSC 
observa-se maior quantidade de tecido conjuntivo (perineuro 
em azul) entre os fascículos. A - exemplo de corte transversal 
em nervo ciático do grupo Autoenxerto; B - grupo Conduto e C 
- grupo ADSC. Microscopia óptica 40x 
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Figura 20 -  Mesmo cortes histológicos em aumento de 100x. Pode-se 
verificar a presença de vascularização nos 3 grupos; no grupo 
Autoenxerto ela é mais bem distribuída, tanto intrafascicular 
quanto no perineuro. Nesse corte, nota-se intensa 
neovascularização no grupo Conduto, porém fora dos limites 
do nervo (perinervo). A - exemplo de corte transversal em 
nervo ciático do grupo Autoenxerto; B - grupo Conduto; C - 
grupo ADSC. Microscopia óptica 100X 
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5 DISCUSSÃO 

 

Lesões de nervos com perda de continuidade precisam ser tratadas, 

caso contrário a chance de regeneração é pequena. Quando essas lesões 

não podem ser aproximadas primariamente, o tratamento padrão consiste 

em enxertia de nervo autólogo. Seu uso, porém, impõe algumas dificuldades 

técnicas, como necessidade de outro sítio cirúrgico, incompatibilidade de 

tamanho entre enxerto e nervo lesado, iatrogenia e sequelas na área 

doadora31, 32, fatos que não ocorrem quando se utiliza um conduto sintético. 

Condutos podem ser usados em substituição ao autoenxerto, porém a 

reconstrução com eles ainda mostra resultados inferiores ao tratamento 

padrão.  

A busca por um conduto ideal que proporcione resultados superiores 

aos do autoenxerto se faz necessária porque o tratamento padrão não 

apresenta resultados satisfatórios, principalmente em lesões mais proximais 

e/ou com grandes defeitos, quando a distância que o nervo em regeneração 

tem de percorrer até o órgão-alvo é muito longa30. 

O conduto ideal deve ser resistente a colabamento, flexível, absorvível, 

não causar reação inflamatória tecidual ou cicatricial e estimular a 

regeneração neural63. O conduto ideal também deve ser semipermeável a 

substâncias, como fatores de crescimento e nutrientes, e ainda ter superfície 

adequada para crescimento celular dos brotos axonais e das células de 

Schwann que orquestram o processo de regeneração60. 
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A fibrina é uma proteína presente na matriz extracelular52, por isso não 

desencadeia inflamação local, nem tampouco cicatrização exacerbada58. 

Sua cola é usada para coaptação de nervos com bons resultados53,54. Além 

disso, a fibrina se mostra boa superfície para aderência e diferenciação de 

células55-57 e também um bom meio para difusão de fatores de crescimento 

e de células-tronco109, 110. Em razão dessas características particulares, a 

fibrina se candidatou como material para confecção de conduto neural. 

A literatura tem mostrado que a simples troca do material para 

construção dos diferentes condutos não é suficiente para chegar-se a um 

substituto neural melhor que o autoenxerto. Com base nos conhecimentos 

cada vez mais detalhados da regeneração neural, sabe-se hoje que, além de 

um material com propriedades “ideais”, deve-se associar a ele componentes 

que potencializem o processo de regeneração66, 67.  

É nesse contexto que as células-tronco ganham importância e 

destaque nas pesquisas, em especial as ADSC, por sua capacidade 

multipotente, característica das células-tronco mesenquimais, associada às 

vantagens técnicas no seu uso.  

Assim, esse estudo teve por objetivo avaliar a associação de um 

conduto constituído de fibrina com a adição de ADSC, uma combinação 

conduto-potencializador que merecia ser compreendida e comparada com o 

tratamento padrão de autoenxerto. 

O rato como animal de modelo experimental é frequentemente utilizado 

na literatura e, no caso de estudo de nervos periféricos, pode até ser  

considerado clássico63, visto que muitos estudos realizados e também a 
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validação de métodos consagrados de avaliação, como walking track, foram 

desenvolvidos em ratos36, 47, 62, 93, 101, 108, 111, 112. Na grande maioria dos 

centros de pesquisa, os ratos são os animais mais utilizados, em virtude de 

baixo custo de aquisição, facilidade de obtenção, manipulação e 

manutenção, bem como seu reduzido tamanho, o que facilita a realização de 

estudos de longa duração113. Além disso, os ratos ainda possuem nervos 

com estrutura anatômica muito favorável para estudos sobre neurorrafias, 

uso de enxertos e regeneração nervosa.  

Levando em consideração todos esses fatores, nesse estudo, foram 

utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia) da 

linhagem Wistar. Consideramos na escolha também, de acordo com Pereira 

et al. 114, a espécie mais utilizada na literatura e a quantidade mínima 

necessária para obtenção de resultados válidos. 

Classicamente, os trabalhos apresentados na literatura haviam 

acompanhado o pós-operatório por cerca de 6 semanas. Optamos pelo 

acompanhamento por 12 semanas seguindo a tendência dos trabalhos mais 

recentes. Esse aumento no tempo de observação deve-se ao fato de que, 

nas fases iniciais da regeneração, são gerados muitos brotos, mas somente 

permaneceram viáveis as fibras axonais que efetivamente reinervarem o 

órgão alvo; já as fibras que falharam na reinervação tendem a 

desaparecer10, 20. Por isso, 12 semanas é um tempo mais adequado, por 

diminuir o viés histológico. Além disso, com 12 semanas, podemos ter uma 

avaliação funcional mais tardia e consolidada. 
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O nervo ciático foi escolhido para o experimento em virtude de suas  

vantagens. É um nervo de fácil acesso, tem anatomia constante e calibre 

razoavelmente grosso, o que facilita a padronização do estudo e diminui a 

possibilidade de interferência nos resultados por conta de fatores técnicos. 

Além disso, o padrão de recuperação funcional da musculatura inervada 

pelo nervo pode ser avaliado de modo objetivo por meio de testes 

específicos e consagrados, como o índice de função ciática (IFC). Também 

foi considerado que a maioria dos trabalhos de regeneração nervosa em 

ratos foi feita utilizando-se o nervo ciático36, 47, 62, 93, 101, 108, 111, 112.  

O interesse no uso da cola de fibrina para regeneração neural 

provavelmente foi postergado em razão dos estudos de Akassoglou et al. 115, 

116, no início dos anos 2000, que sugeriam que a fibrina poderia 

comprometer a regeneração nervosa periférica por meio de uma inibição das 

células de Schwann.  

Posteriormente, um grande número de trabalhos comprovou que o uso 

da cola de fibrina não prejudica a regeneração neural e seu uso para sutura 

de nervo periférico já é aceito na comunidade cientifica53, 54, 117, 118. Além 

disso, vários trabalhos comprovaram que a fibrina é uma boa matriz para 

crescimento celular e como meio para difusão de fatores de crescimento55, 

109. Rafijah et al. 119 demonstraram em um modelo animal em ratos que 

defeitos de 10 mm em nervo ciático reconstruídos com conduto de colágeno 

ou com conduto de colágeno preenchido com cola de fibrina não diferiam 

nos resultados, tanto na avaliação histológica de regeneração neural quanto 

nos testes funcionais. 
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O conduto de fibrina usado nesse estudo foi construído com base na 

descrição de Kalbermatten et al. 60, e seu uso como conduto para 

reconstrução de nervo periférico em modelo experimental de nervo ciático 

em ratos foi testado e publicado por Longo et al. 62 com os resultados 

parciais obtidos nesta pesquisa. O conduto de fibrina se mostrou eficaz na 

regeneração do nervo ciático, porém com resultados inferiores ao 

autoenxerto. 

No presente estudo, observou-se que o conduto de fibrina após 12 

semanas estava totalmente absorvido e no lugar se encontrava um tecido 

neoformado, esbranquiçado, neovascularizado, compatível com o nervo 

regenerado, ligando os cotos proximal e distal do nervo. 

Kalbermatten et al.60 demonstraram que o conduto de fibrina 

permanece presente e viável por 2 semanas após a inserção cirúrgica, 

tempo suficiente para o crescimento nervoso proposto para esse 

experimento. Essa observação de que no lugar do conduto encontrava-se o 

tecido nervoso neoformado nos permitiu inferir que o conduto foi eficaz na 

orientação do crescimento do cone axonal em direção ao coto distal, 

macroscopicamente. 

No nosso estudo, a reconstrução com conduto de fibrina proporcionou 

59% da densidade axonal comparada ao tratamento com autoenxerto 

(100%). Pettersson et al. 61 demonstraram, em modelo experimental de 10 

mm de defeito no nervo ciático, que o conduto de fibrina proporciona 

regeneração de 50 a 60% das fibras sensoriais e motoras em comparação 

com o autoenxerto de nervo, resultado muito semelhante ao encontrado no 
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presente estudo. Histologicamente, o conduto de fibrina, apesar de inferior 

ao tratamento com autoenxerto, também foi eficaz para reconstrução de 

nervo periférico nesse modelo de estudo. 

Na confecção dos condutos de fibrina, após a polimerização da cola, 

algumas irregularidades na parede do conduto foram encontradas. Os 

condutos com grandes irregularidades foram descartados. Os condutos mais 

homogêneos foram selecionados. Pequenas irregularidades foram 

cuidadosamente cortadas com tesoura microcirúrgica até que o conduto 

ficasse com 14 mm de comprimento e com uma parede de espessura 

regular. Algumas pequenas variações na espessura do conduto não 

comprometeram o resultado da reconstrução, visto que, após 12 semanas, 

os condutos estavam reabsorvidos e o nervo regenerado. 

A taxa de degradação da cola de fibrina depende da ação fibrinolítica 

da área transplantada, da espessura da camada de fibrina e do conteúdo de 

plasminogênio. Produtos comerciais, como Tissucol®, contêm um agente 

antifibrinolítico (aprotinina) que impede ou retarda a degradação do 

coágulo58. É provado que concentrações de aprotinina de 3.000 KIU ou 

menos têm ação protetora no coágulo. Experimentos com cola de fibrina 

realizados sem a presença de um agente antifibrinolítico mostraram que o 

coágulo fica menos resistente à ação fibrinolítica120.  

Tabata et al.121 relataram que coágulos de fibrina colocados no 

subcutâneo ou dentro do peritônio foram progressivamente cobertos com 

uma camada fina de tecido conjuntivo em ratos. Os coágulos diminuíram seu 

peso de forma exponencial. As meias-vidas de coágulos alocados em via 
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subcutânea e em via intraperitoneal foram de 4,6 e 4 dias, 

respectivamente121. Segundo Kalbermatten et al.60, em um modelo 

experimental em ratos, após 2 semanas, um conduto de fibrina de 1 mm de 

espessura construído com Tissucol/Tisseel® teve sua parede parcialmente 

reabsorvida e manteve 80% do diâmetro interno do conduto, tempo 

suficiente para o crescimento do nervo regenerado proposto para esse 

experimento com 10 mm de defeito do nervo ciático. Estudos mostraram que 

os axônios podem atravessar um defeito de 10 mm em até 14 dias, ao passo 

que o conduto analisado necessita do dobro de tempo para ser 

reabsorvido60, 122.   

O fato de o conduto de fibrina estar totalmente reabsorvido em 12 

semanas pode limitar seu uso clínico para defeitos maiores em humanos. 

Porém, as características da fibrina de ser um bom material para aderência, 

migração e crescimento celular elegem-na como componente interessante 

para confecção de um conduto de maior durabilidade. 

A cola de fibrina pode ser produzida com plasma autólogo ou fabricada  

com plasma alógeno. A cola usada neste estudo foi uma formulação 

comercial (Tissucol®; Baxter SA, Volketswil, Switzerland), feita a partir de  

plasma humano homólogo.  

Inferimos que o fato de os derivados da cola serem humanos não 

interfere nos resultados, visto que grande número de trabalhos publicados 

na literatura foi feito usando formulações comerciais a partir de plasma 

humano, e os resultados não foram alterados por causa desse fato60-62, 78, 119, 

121.  
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As colas de fibrina comerciais são obtidas por métodos de purificação e 

retirada dos fatores de coagulação do plasma humano. Por esse motivo, 

deve ser considerado no seu uso um potencial risco de transmissão viral, 

fato inerente a qualquer derivado de sangue humano. No processo de  

produção da cola são adotados métodos de inativação viral (no caso do 

Tissucol® – duas etapas de esterilização a vapor); além disso, o produto 

passa por uma esterilização adicional (radiação UV) no final do processo. 

Apesar de ser necessário levar em consideração um potencial risco de 

transmissão viral no uso de colas de fibrina comerciais (derivadas de plasma 

alógeno no caso de uso humano), não existem relatos na literatura de 

transmissão viral no uso desse produto. Além disso, esses produtos são 

aprovados pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos (US-FDA) 

120 e pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) do Ministério da 

Saúde do Brasil. 

Atualmente, a literatura especializada aceita como critérios mínimos 

para caracterização de células em cultura como células-tronco 

mesenquimais presentes no tecido adiposo66, 78, 79, 93, 98, 123, 124 que (a) as 

células sejam plástico-aderentes; (b) que sejam positivas para pelo menos 2 

marcadores de células mesenquimais como CD44, CD29, CD73, CD90 e 

CD105 e negativos para outros 2 marcadores de linhagem endotelial e 

hematopoiética como CD31, CD34, CD4, CD14, CD11b, CD79 ou CD19 e 

HLA-DR.989; (c) serem capazes de se diferenciar em pelo menos 2 

linhagens diferentes, como no caso da ADSC, linhagem osteogênica, 

adipogênica ou condrogênica.  
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No presente estudo, as ADSC cultivadas se comportaram como era 

esperado na literatura. Foram coletadas e cultivadas conforme descrito 

(Método, item 3.4) e o crescimento e as expansões ocorreram como previsto 

(Resultado, item 4.1). 

Na análise por citometria de fluxo, foram positivas para os marcadores 

de CD29 e CD44 e negativas para CD31 e CD45, resultados compatíveis 

com publicações prévias96-98, 124. Segundo Locke et al. 89, em sua revisão de 

literatura, os marcadores CD29 e CD44 são consistentemente expressados 

em ADSCs, assim como os marcadores de superfícies CD31 (linhagem 

endotelial) e CD45 (linhagem hematopoiética/leucocítica) são 

consistentemente não expressados pelas ADSCs. Esses resultados 

asseguram que as células usadas neste experimento são realmente células-

tronco derivadas de tecido adiposo (Resultado, item 4.1.2 Figura 10). 

Para comprovar que as ADSC realmente se diferenciaram, as células 

foram submetidas aos protocolos de coloração padrões descritos (método 

3.4.2). Para marcar as células osteogênicas, o corante Alizarin Red O foi 

usado (Figura 12C e D). Ele é amplamente usado na literatura e cora os 

depósitos de cálcio produzidos pelo osteoblastos e pelas células-tronco 

osteogênicas125, 126. 

Ramirez-Zacarias et al. 127 descreveram que o corante Oil Red O é 

capaz de corar depósitos de lipídeos no citoplasma de células. Desde então, 

esse corante é usado em muitos protocolos para marcação das ADSC 

diferenciadas em células adipogênicas (Figura 11C e D)80, 96, 123, 128. 
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A massa corporal dos ratos foi semelhante e não houve diferença 

estatística tanto no pré-operatório quanto na aferição com 12 semanas de 

pós-operatório. 

O teste da marcha (walking track analisys) é exame consagrado e 

reproduzível para avaliação funcional da regeneração de nervos periféricos, 

com alta relevância de resultados, pois, na prática clínica, o que se busca é 

a recuperação funcional do membro lesado. 

Durante o estudo ocorreram 3 casos de automutilação, sendo 1 animal 

de cada grupo, o que impossibilitou a realização do exame do Walking Track 

nesses animais. A exclusão desses animais não causou modificação 

estatística nos resultados. O nervo ciático é responsável tanto pela função 

motora quanto pela sensibilidade da pata dos animais. A sua secção 

completa causa anestesia total dessa região, o que pode ocasionar 

autofagia. Quando ocorre automutilação do animal após a cirurgia, esse 

exame, nesses casos, se mostra limitado.  

Como esperado, os valores basais (pré-operatórios) do IFC entre os 3 

grupos foram semelhantes estatisticamente. Isso demonstrou que os ratos 

dos 3 grupos não apresentavam nenhuma alteração na marcha antes do 

início do experimento. Observamos que, com 4 semanas de pós-operatório, 

os animais de todos os grupos apresentaram piora substancial do IFC, em 

decorrência de lesão do nervo ciático. Os valores obtidos nos 3 grupos ainda 

eram estatisticamente semelhantes.  

Após 8 semanas houve melhora do valor de IFC em todos os grupos, o 

que representa a recuperação funcional da marcha.  
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No grupo Autoenxerto, os resultados obtidos foram os melhores, 

seguidos do grupo ADSC e do grupo Conduto, respectivamente. Nesse 

momento, o grupo ADSC apresentou resultado intermediário aos dois 

grupos, porém sem diferença estatisticamente significativa para grupo 

Autoenxerto. Os valores do IFC dos grupos Autoenxerto e ADSC foram 

significativamente maiores que o grupo Conduto, demonstrando que a 

adição de células-tronco mesenquimais ao conduto de fibrina proporcionou 

melhora na regeneração do nervo ciático em comparação à ausência dessas 

células. Interessante ressaltar que, se o modelo experimental fosse de 

menos de 12 semanas, seria possível concluir que os resultados dos grupos 

Autoenxerto e ADSC eram iguais, fato que não se manteve nas avaliações 

com 12 semanas. Isso demonstra mais uma vez a importância de o modelo 

experimental de nervo ciático ter um período maior de observação. 

Com 12 semanas de pós-operatório, todos os grupos mantiveram a 

melhora nos resultados do IFC, demonstrando que todos os grupos 

operados estavam em recuperação funcional após lesão e reparação do 

nervo ciático. Nesse momento, os valores de IFC do grupo Autoenxerto 

eram os melhores, seguidos pelo grupo ADSC e com a pior recuperação do 

IFC do grupo Conduto. O grupo Autoenxerto apresentou valores 

estatisticamente melhores que os dois grupos; o grupo ADSC, resultados 

melhores e estatisticamente significantes ao grupo Conduto. 

Se consideramos o resultado de 12 semanas do tratamento padrão 

(grupo Autoenxerto) como 100%, pode-se dizer que o grupo Conduto obteve 

uma recuperação proporcional de 72% da obtida pelo tratamento padrão, e o 
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grupo ADSC 83%. Isso demonstra que a adição de ADSC potencializou a 

recuperação funcional nos ratos tratados com ela, mas ainda assim essa 

melhora não foi suficiente para obter resultados semelhantes ao grupo 

Autoenxerto. Não existem dados na literatura comparando reconstrução com 

conduto de fibrina acrescido de ADSC com reconstrução com autoenxerto 

para confrontarmos nossos resultados. 

Foram avaliados resultados de IFC par a par em relação ao tempo. 

Nessas avaliações, o par que mais nos interessa estudar é a comparação 

entre o momento pré-operatório e a recuperação com 12 semanas. Nenhum 

dos 3 grupos atingiu resultados, com 12 semanas, que fossem 

estatisticamente próximos aos valores pré-operatórios, nem mesmo o grupo 

Autoenxerto, que mostrou a melhor recuperação funcional (IFC = –35,60%). 

Isso demonstra que mesmo o melhor tratamento disponível hoje ainda está 

aquém do ideal. Idealmente, um tratamento padrão-ouro deveria obter uma 

recuperação quase completa que, no caso do teste da marcha, deveria estar 

entre –10 e 0. Esses resultados demonstram que a busca por um tratamento 

melhor que o autoenxerto ainda se justifica. 

O peso do músculo tríceps sural é usado para estimar o grau de 

recuperação da massa muscular após a atrofia causada pela desnervação 

transitória107. Atualmente, em vez de se usar o valor absoluto do peso do 

músculo, que pode sofrer interferência pela diferença de massa corporal 

entre os integrantes dos grupos, tem-se optado pela relação entre peso do 

músculo do lado lesado e do lado não operado108. No presente estudo, as 

massas corporais dos ratos nos 3 grupos foram semelhantes, e nesse caso 
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o valor absoluto poderia ser usado para comparação. Ainda assim, porém, é 

mais adequado avaliar o índice de peso porque, para comparação com 

outros trabalhos da literatura, o valor do índice é mais confiável, já que ele 

exclui o viés das diferentes massas corporais dos ratos nos diferentes 

trabalhos. 

No grupo Conduto, o peso do músculo lesado correspondeu a 41% do 

peso do lado não operado; no grupo ADSC, esse valor foi de 53% e, no 

grupo Autoenxerto, foi de 71%. Isso demonstra menor atrofia do músculo 

tríceps lesado no grupo Autoenxerto. O grupo ADSC mostrou resultados 

intermediários, assim como os obtidos no teste da marcha.  

O percentual de recuperação relativa do grupo Conduto foi 58% e do 

grupo ADSC 75% comparado ao tratamento padrão (grupo Autoenxerto = 

100%). Não existem dados na literatura comparando a reconstrução com 

conduto de fibrina acrescido de ADSC com a reconstrução com autoenxerto 

para confrontação de resultados. 

A análise histomorfométrica desse trabalho avaliou densidades axonais 

e  diâmetros das secções transversas das fibras nervosas. Alguns autores, 

como Costa el al. 47 e Noah et al. 129, realizaram somente a contagem do 

número total de fibras nos cortes transversos; outros, como Hayashi et al. 130 

e Salles et al. 108, analisaram, além da contagem do número de fibras 

reinervadas, a medida do diâmetro das fibras mielinizadas, como fizemos 

neste trabalho. 

As amostras histológicas foram coletadas nos fragmentos do nervo 

ciático distais ao sítio cirúrgico após 12 semanas de evolução. Coletamos o 
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fragmento de nervo distal ao sítio cirúrgico, e não no segmento central do 

conduto ou enxerto, porque nem todas as fibras que crescem no conduto ou 

mesmo no enxerto alcançam o segmento distal do nervo e, 

consequentemente, o órgão-alvo. Desse modo, ao analisar a densidade 

axonal na porção distal do nervo ciático, tem-se uma avaliação mais 

fidedigna das fibras que realmente reinervaram o órgão-alvo, excluindo da 

análise os brotos axonais, que são mais numerosos no coto proximal do 

nervo. 

O tempo de 12 semanas de observação pós-operatória para avaliação 

histológica do fragmento distal de nervo ciático também se mostra mais 

adequado. Ahmed et al.131 relata que, após 6 semanas, havia poucas fibras 

nervosas regeneradas no coto distal do nervo ciático em ratos em modelo de 

10 mm de lesão e que, após 12 semanas, sua presença era facilmente 

verificada. Nesse estudo, Ahmed et al.131 usaram veia como conduto. 

Tuma et al. 36 avaliaram modelo animal com lesão de nervo ciático de  

5 mm tratado com enxertia do próprio fragmento retirado e enxertia de 

fragmento de nervo de outros animais da mesma espécie. As fibras 

regeneradas no fragmento distal com 6 e 12 semanas descreveram um 

aumento de 84% na densidade axonal no grupo Autoenxerto (de 8,3 para 

15,3 x 103/μm2). No grupo Aloenxerto, esse aumento da densidade axonal 

entre 6 e 12 semanas chegou as 267% (de 3,1 para 11,4 x 103/μm2). Esses 

resultados, apesar do modelo ser de 5 mm, reforçam a importância da 

avaliação com 12 semanas.  



Discussão  
   
 

 

84

A presença de escape de fibras nervosas fora do perineuro foi 

observada nos 3 grupos, porém, foi menos intensa no grupo Autoenxerto. 

Nos outros dois grupos, foi mais evidente, sendo mais intensa no grupo 

ADSC. Essa observação é válida porque, após os brotos axonais atingirem o 

coto distal do nervo, crescem seguindo os canais endoneurais até o órgão-

alvo9. Os brotos axonais que estão presentes fora dos fascículos podem até 

alcançar o órgão-alvo, mas a chance de reinervação é menor porque esses 

axônios fora dos canais endoneurais teriam mais dificuldade de reinervar o 

órgão-alvo. 

A presença de menor escape axonal fascicular na porção distal no 

grupo Autoenxerto era esperada, visto que os brotos axonais que entraram 

nos tubos endoneurais do enxerto de nervo na sutura proximal seguiram o 

caminho por esses tubos e, quando houve o encontro dos fascículos do 

enxerto com os fascículos do coto distal, houve uma dispersão menor de 

brotos axonais para fora dos fascículos. Se a coleta das amostras 

histológicas fosse feita no meio do conduto/enxerto, esse resultado 

provavelmente seria diferente. A importância dos fascículos do nervo e seus 

tubos endoneurais na regeneração nervosa foi amplamente investigada na 

literatura 31, 132-135. 

Nos dois grupos com condutos, provavelmente houve uma perda 

menor de brotos axonais na sutura proximal, devido ao fato de todos os 

brotos crescerem dentro do conduto. A maior parte do escape axonal 

fascicular ocorreu quando esses brotos alcançaram o segmento distal do 

nervo. O fato de a luz do conduto ser de 2 mm e o diâmetro do nervo ser 
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menor também contribui para esse escape axonal. Nesse estudo, como a 

densidade axonal do grupo ADSC era maior que a do grupo Conduto, 

também era esperado maior escape axonal fascicular no grupo ADSC. 

Os brotos neurais que conseguem reinervar o órgão alvo e, 

consequentemente, voltam a conduzir impulsos nervosos vão recebendo 

camadas de mielina depositadas pelas células de Schwann e 

gradativamente vão aumentado e restaurando o diâmetro das fibras2, 19, 20. 

Assim, a avaliação do diâmetro das fibras também é justificada e se torna 

um fator importante de avaliação histológica. 

Observamos que, no grupo Autoenxerto, o diâmetro médio de fibras 

era maior que nos dois grupos, fato condizente com os melhores resultados 

funcionais. O grupo ADSC teve valor intermediário, porém sem diferença 

estatisticamente significativa ao grupo Conduto. 

A densidade axonal foi medida dentro dos fascículos do coto distal do 

nervo ciático para avaliar o número de fibras reinervadas. Em nosso estudo, 

a reconstrução com conduto de fibrina (grupo Conduto) mostrou densidade 

axonal relativa de 59% quando comparada ao tratamento padrão (grupo 

Autoenxerto = 100%); no grupo ADSC, ocorreu densidade axonal relativa de 

87,5%. Pettersson et al. 61 demonstraram, em modelo experimental de 10 

mm de defeito no nervo ciático, que o conduto de fibrina proporciona 

regeneração de 50 a 60% das fibras sensoriais e motoras em comparação 

com o autoenxerto de nervo, corroborando com nossos achados. Porém, 

não existem dados na literatura comparando a reconstrução com conduto de 

fibrina acrescido de ADSC à reconstrução com autoenxerto. 
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Quanto às médias dos diâmetros das fibras nervosas, o grupo 

Autoenxerto apresentou as maiores médias das áreas, sendo 

estatisticamente significativas aos outros dois grupos. O grupo ADSC teve 

média das áreas maior, porém, sem diferença estatisticamente significativa 

ao grupo Conduto. Em nossos achados, a densidade axonal do grupo ADSC 

foi 47% maior que do grupo Conduto; já a média dos diâmetros foi 24% 

maior, porém sem significância estatística.  

Ao analisarmos os resultados obtidos nesse estudo e compará-los, 

quando possível, com a literatura indexada, acreditamos que o conduto de 

fibrina pode ser usado como material para confecção de um substituto de 

nervo, apesar de demonstrar resultados inferiores ao autoenxerto no que diz 

respeito à recuperação funcional.  

Existem poucos trabalhos na literatura de regeneração neural com 

conduto de fibrina e não há nenhum trabalho que compare conduto de fibrina 

com ADSC e o tratamento padrão com autoenxerto.  

Se consideramos o resultado do teste da marcha com 12 semanas do 

tratamento padrão (grupo Autoenxerto) como 100%, pode-se dizer que o 

grupo Conduto obteve recuperação proporcional de 72% da obtida pelo 

tratamento padrão, e o grupo ADSC 83%. 

Na avaliação do peso do músculo tríceps sural, que também é um teste 

funcional, o percentual de recuperação relativa do grupo Conduto foi de 58% 

e do grupo ADSC de 75% comparado ao tratamento padrão (grupo 

Autoenxerto = 100%). 
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No nosso estudo, a reconstrução com conduto de fibrina (grupo 

Conduto) proporcionou uma densidade axonal relativa de 59% quando 

comparada ao tratamento padrão (grupo Autoenxerto = 100%). O grupo 

ADSC apresentou uma densidade axonal relativa de 87,5%. 

Comparando-se as diferentes avaliações realizadas neste trabalho, 

pode-se notar uma relação entre os resultados. Para tal comparação 

relativa, usamos arbitrariamente os resultados alcançados pela reconstrução 

padrão com autoenxerto como 100% e comparamos com os outros dois 

grupos. Pode-se verificar que a recuperação relativa proporcionada pela 

reconstrução somente com o conduto de fibrina foi entre 58 e 72%, ao passo 

que tal recuperação quando se adicionou as células-tronco mesenquimais 

ficou entre 75 e 88%. Comparando par a par a recuperação relativa entre 

grupo Conduto e ADSC, a melhora proporcionada pela adição das ADSC foi 

entre 15 e 47%, dependendo do tipo de avaliação, sendo uma melhora de 

15% no teste da marcha, 30% no peso do músculo tríceps e de 47% no 

aumento da densidade axonal. 

Essas avaliações demonstraram que a adição das ADSCs foi efetiva 

em melhorar os resultados da reconstrução com conduto de fibrina, porém 

ainda não suficiente para igualar com o tratamento padrão atual. 

Outros condutos devem ser testados em combinação com ADSC e/ou 

adição de outros componentes, como fatores de crescimento ou drogas 

sistêmicas, para desenvolver uma alternativa que proporcione resultados 

que sejam iguais ou mesmo superiores aos do autoenxerto de nervo 

periférico.  
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6 CONCLUSÕES 

 

A adição de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo 

(ADSC) em conduto de fibrina na regeneração de nervo periférico, em 

modelo experimental de ratos, mostrou recuperação funcional e regeneração 

histológica estatisticamente mais significativa, porém ainda aquém dos 

resultados obtidos com enxertia de nervo autógeno. 

Pudemos também concluir que o conduto de fibrina se mostrou eficaz 

como conduto para regeneração de nervo periférico neste modelo 

experimental. 
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