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Longo MV. Influéncia da adicdo de células-tronco mesenquimais derivadas
de tecido adiposo associadas a conduto de fibrina na regeneracéao de nervo
periférico em modelo experimental de ratos [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2015.

INTRODUCAO: O tratamento padrdo para lesdes de nervo periférico que
nao podem ser suturados primariamente € a enxertia de nervo autologo.
Esse método, porém, carece de resultados satisfatérios e impde algumas
limitagdes técnicas e complicagdes. Varias opgoes ja foram estudadas como
alternativas ao enxerto de nervo, porém ainda n&o ha conduto biolégico ou
sintético disponivel para uso clinico que tenha a mesma capacidade
regenerativa do enxerto de nervo autélogo. Os avangos em cultura celular e
o maior entendimento dos mecanismos moleculares e celulares da
regeneragao nervosa levaram ao uso de células promotoras de regeneragéo
associado aos condutos na tentativa de melhorar os resultados da
reconstrucdo nervosa. Varios estudos demonstraram que o uso de células-
tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) em condutos aloplasticos
potencializa a regeneragdo neural. No entanto, nenhum estudo até hoje
comparou a adicdo de ADSC indiferenciadas em conduto aloplastico ao
tratamento padrédo com autoenxerto. Esse estudo tem como objetivo avaliar
a influéncia da adicao de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo em conduto de fibrina na regeneragcdo de nervo periférico e
comparar com enxertia de nervo autdgeno em modelo experimental de ratos.
METODO: Em um modelo de lesdo de nervo ciatico (defeito de 10 mm)
foram avaliados 30 ratos Wistar divididos em 3 grupos. O defeito de nervo foi
reconstruido 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 avaliagao funcional dos ratos foi realizada com
o teste de marcha (walking track analysis) com 4, 8 e 12 semanas e o indice
de fungdo ciatica (IFC) foi determinado. Apos 12 semanas, o peso do
musculo triceps sural foi avaliado. Segmentos dos nervos regenerados
também foram coletados para analises histolégicas como densidade axonal
e didmetro médio das fibras. RESULTADOS: O grupo Conduto mostrou
recuperacao funcional no teste da marcha apdés a reconstrucido do nervo,
porém com resultados inferiores aos outros dois grupos. O grupo ADSC
mostrou recuperagao intermediaria e o grupo Autoenxerto obteve os
melhores resultados (IFC com 12 semanas de -53,3t.3 vs —44,7+3 vs —
35,612, respectivamente, p<0,001). A relagdo de peso do musculo triceps
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 avaliagao histolégica, o grupo
Conduto mostrou densidade axonal de 39,8+3 axdnios/10.995um? e
diametro médio das fibras de 3,9+0um?, o grupo ADSC densidade axonal de
58,8+3 axdnios/10.995um? e diametro médio das fibras de 4,9+1um? e o
grupo Autoenxerto densidade axonal de 67,12 axdnios/10.995um? e
diametro médio das fibras de 8,9+1um? (p<0,001). CONCLUSAO: A adicdo
de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC) em
conduto de fibrina na regeneracdo de nervo periférico, em modelo
experimental de ratos, mostrou recuperagdo funcional e regeneragao



histolégica estatisticamente mais significativa comparada a reconstrugao
somente com conduto de fibrina, porém ainda aquém dos resultados obtidos
com enxertia de nervo autégeno.

Descritores: ratos Wistar; nervo isquiatico; regeneragdao 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]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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/10995um? and fiber diameter average of 3.9+0 um?, the ADSC group
had axonal density of 58.8+3 axons/10995 um? and fiber diameter average of
4.9+1um? and axon density of Autograft group was 67.1+2 axons/10995 pm?
and fiber diameter average was 8.9+1uym® (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.
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1 INTRODUCAO

Os nervos periféricos sao responsaveis pela interagdo entre o sistema
nervoso central e as diversas partes do organismo, e sdo constituidos por
fibras sensoriais e motoras. As primeiras captam estimulos sensoriais nas
terminagdes nervosas e transmitem ao sistema nervoso central, o qual
processa essas informacdes e emite comandos que sao levados ao sistema
muscular esquelético pelas fibras motoras’.

Essas fibras por sua vez sdo compostas de axdnios envoltos por
diferentes tecidos conjuntivos com funcdo de protegcdo e nutricido desses
axobnios. As células de Schwann envolvem e dao suporte as fibras nervosas
e podem ser formadoras ou nao de bainha de mielina, constituindo as fibras
mielinicas e amielinicas, respectivamente.

Cada fibra nervosa é completamente envolvida por tecido conjuntivo
frouxo chamado endoneuro. O agrupamento de varias fibras nervosas de
diferentes tamanhos forma os fasciculos, que sdo compostos de um tecido
conjuntivo mais denso e forte denominado perineuro. Os fasciculos sao
envolvidos em um unico feixe, por um tecido areolar frouxo formado
principalmente por fibras elasticas e colagenas, conhecido como epineuro?.

Os nervos periféricos podem ser lesados por traumas, por invasao
tumoral, por ressecgbes cirurgicas, processos inflamatérios locais, entre
outros, e essas lesdes causam deficiéncias tanto motoras quanto sensoriais.

Tais deficiéncias resultam em déficits funcionais que podem afetar a



Introducéo 3

capacidade laborativa do individuo, predispor a lesdes ulcerativas e causar
sérios transtornos as atividades cotidianas®.

A resposta bioldgica a essa lesao ¢é efetiva quando o epineuro do nervo
periférico se mantém integro (continuidade do nervo preservada) e ocorre
apenas a lesao dos axdénios dentro das fibras nervosas. Nesse caso ocorre
regeneragdo, na maioria das vezes, sem necessidade de intervengao
cirurgica.

No local da lesdo, inicia-se a homeostasia, fagocitose de debris
celulares e da mielina, realizadas por macréfagos e pelas células de
Schwann. Macrofagos também secretam mediadores inflamatérios, como
IL6, e fatores de crescimento, como TGF, que sinalizam a migragcao e
proliferacdo das células de Schwann necessarias para orientar o
crescimento dos brotos axonais*®.

A lesao da fibra nervosa interrompe a interagdo normal das células de
Schwann com o axénio, resultando na desdiferenciagcao dessas células e na
ativacdo de fenétipo indutor de crescimento neural’. Essas células de
Schwann em proliferagdo liberam fatores neurotréficos como fator de
crescimento do nervo (NFG) e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF)?,
que sao fundamentais para o processo de regeneragao axonal.

Na segmento distal do axénio, ocorre degeneracdo Walleriana. Esse
processo de degeneragdo consiste na desintegracdo e fagocitose dos
axonios distais a lesao pelas células de Schwann, que apds desobstruirem
os tubos endoneurais, se proliferam e formam linhas longitudinais dentro

desses tubos, denominadas bandas de BUngnerg. Esse processo prepara a
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estrutura histolégica do nervo distal para crescimento e passagem dos novos
cotos axonais.

Em razao da perda de continuidade do nervo, o fluxo de comunicacao
celular é interrompido, o que, por feedback negativo, sinaliza ao corpo do
axdnio que ocorreu lesdo'’. Ja nas primeiras horas apés a lesdo, comeca a
haver alteracbes na sua estrutura celular para dar inicio ao processo de
regeneragao. Ocorre cromatolise (ingurgitamento e arredondamento da
célula), degeneracado dos corpusculos de Nissl e a migragdo do nucleo do
centro para a periferia. O neurbnio tem seu metabolismo alterado e ha
aumento da produgcdo de RNA para proporcionar maior sintese de
componentes proteicos do citoesqueleto, como tubulina, actina e
neurofilamentos, estes necessarios na regeneragcdo axonal. Em
contrapartida, a produgao de substancias neurotransmissoras é diminuida,
visto que a prioridade celular € a reconstrugcdo do citoesqueleto para a
formagao dos brotos de regeneracdo e consequente restabelecimento da
comunicacéo axonal''.

No segmento proximal do axdnio, ocorre degeneragado traumatica do
axoénio semelhante a degeneracdo walleriana do segmento distal. Essa
degeneragao geralmente estende-se até o nédulo de Ranvier mais préximo,
mas em alguns casos pode atingir o corpo do neurdnio e resultar em morte
celular’®. Os restos celulares do axénio e da bainha de mielina séo
degradados e reabsorvidos pelas células de Schwann. Essa degeneragao
prepara o local para crescimento dos brotos de regeneragéo. As células de

Schwann se proliferam e formam um arcaboucgo, onde ha condi¢cbes para o
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crescimento dos novos brotos de axdnio'®. Esses brotos de regeneracédo s&o
unidades de crescimento do coto proximal que se desenvolvem em diregao
ao coto distal na tentativa de alcangar o 6rgao-alvo (motor ou sensitivo) e
reinerva-lo, seguindo o caminho do coto distal do nervo.

Na parte distal de cada broto axonal, ha formagao de projecbes de
membrana plasmatica do axénio em forma de dedos ou pseuddpodos, que
constituem o cone de crescimento. Esse cone € atraido por sinalizadores
celulares (NGF, BDNF e NT-3) e por componentes de lamina basal, como
laminina e fibronectina, produzidas pelas células de Schwann' '°. Esse
fendmeno é denominado neurotropismo®.

Quando esses brotos axonais atingem o coto distal do nervo, eles
crescem seguindo os tubos endoneurais constituidos de células de Schwann
até alcancarem as placas motoras ou terminagdes sensitivas'’. Desse modo,
a taxa de crescimento axonal €& decorrente da atividade do cone de
crescimento na extremidade do broto axonal e da dificuldade de ultrapassar
os tecidos interpostos entre o0 segmento proximal do axénio e o 6rgao-alvo a
ser reinervado. O cone produz uma protease que ajuda a dissolver o tecido
que esta bloqueando seu caminho'®; porém, quando ha grande defeito entre
os cotos de um nervo, os tecidos cicatriciais podem se constituir em
obstaculo quase intransponivel para o axénio em regeneragao e acarretar o
insucesso da regeneragao axonal.

No processo de regeneragdo, varios brotos sdo formados, mas
somente sobrevivem as fibras nervosas que estabelecem conexdes com o

coto distal do nervo e, consequentemente, com o receptor final motor ou
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sensitivo'®. Os brotos que n&o realizam conexdo com o érgéo-alvo e ndo
restabelecem o fluxo neural irdo desaparecer ou formar um neuroma?. As
fibras axonais que estabeleceram conexdo com o érgao-alvo vao recebendo
camadas de mielina e aumentando seu didmetro, podendo retornar a um
tamanho préximo ao diametro normal de antes da les&o®.

A presenga de um microambiente propicio a regeneragdo, composto de
um substrato neural formado por células de Schwann, componentes da
matriz extracelular (laminina, fibronectina, moléculas de adesao) e fatores
neurotréficos (NGF, BDNF, IL-6, entre outros), € fundamental para o sucesso
do processo regenerativo'® 2",

As células de Schwann tém papel decisivo em todo o processo de
regeneragao axonal, desde o coto proximal justa a lesdo até a terminagao
nervosa distal. Elas atuam tanto na preparacdo do tecido extracelular
através da fagocitose quanto na sinalizagdo e suporte ao crescimento dos
brotos axonais, com a produgcao de moléculas de adesao celular, proteinas
de membrana basal e fatores neurotréficos?.

Caso a continuidade do nervo seja interrompida, os cotos proximal e
distal do nervo precisam ser reaproximados cirurgicamente de forma que
seja reconstruida a continuidade do nervo e que o processo de regeneragao
possa ocorrer. Essa reaproximagao dos cotos pode ser feita por sutura direta
entre os cotos ou, caso isso nao seja possivel, através da interposi¢cao de
um conduto para guiar o crescimento axonal. Do contrario, pode ocorrer
formacado de neuroma e consequente falha da reinervacido do coto distal do

nervo lesado e do érgao-alvo.
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Existem varias formas de se fazer essa reconstrugao. O uso de enxerto
de nervo autdlogo para defeitos que nado podem ser aproximados
primariamente é método de escolha®®, pois proporciona os melhores
resultados. Tal superioridade pode ocorrer porque o enxerto de nervo
autdlogo possui suas proprias células de Schwann viaveis, as quais auxiliam
as células de Schwann provenientes do nervo lesado na producgao de fatores
de crescimento e de sinalizadores celulares; além disso, a composi¢cao da
matriz extracelular natural do tecido nervoso proporciona arcabougo de
sustentacao ideal para crescimento dos brotos neurais®* %°.

Apesar do grande avanco na técnica cirurgica, a recuperagao funcional
com uso de enxerto de nervo autdélogo nem sempre proporciona resultados
satisfatorios, especialmente em lesdes mais proximais e também em lesdes
com longos defeitos do nervo®®?. Essa recuperacdo é ainda mais pobre

quando o reparo é feito de forma tardia®® *°

. Isso ocorre porque com certa
frequéncia a continuidade do nervo permanece intacta ou espera-se pela
recuperacao espontanea 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 autélogo apresenta alguns problemas,
como: (a) requer um outro sitio cirurgico; (b) muitas vezes ocorre a
incompatibilidade de tamanho entre o enxerto e o nervo lesado; (c) a coleta
do enxerto provoca um déficit neuroldgico na area doadora, e (d) essa coleta
pode ocasionar dor neuropatica e formagdao de neuromas na area

doadora®" %,
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Uma alternativa ao uso de enxerto de nervo autélogo (tratamento
padrdo) que evita a necessidade de uma area doadora é o transplante de
nervo aldgeno. Inicialmente essa técnica esbarrou na necessidade de

33-36 ' mas atualmente tem se usado

imunossupressao por periodo prolongado
nervo alégeno acelular que, por nao provocar reagao imune no receptor, nao
necessita mais de imunossupressao. Trabalhos estdo sendo realizados com
resultados promissores®’ %,

Outra opcao estudada na literatura € o uso de condutos que funcionam
como guia para crescimento dos axdnios que irdo reinervar o coto distal.
Condutos autdgenos de veia ou de artéria foram avaliados, porém néao
demonstraram qualquer beneficio comparado ao tratamento com
autoenxerto de nervo e apresentam o mesmo problema de morbidade na
area doadora® 341,

Na tentativa de se evitar a necessidade de uma area doadora para
retirada do conduto biolégico autdlogo, foram testados, na literatura,
condutos feitos de materiais aloplasticos ndo absorviveis como silicone,
politetrafluoretileno (PTFE) e polipirrol (PPy). Esses materiais podem ser
usados e comprovaram ser eficientes. Eles formam conduto n&o colabavel e
permeavel a fatores de crescimento e as células de Schwann. Entretanto,
notou-se que, com frequéncia, ocorre sindrome compressiva devido ao
carater ndo degradavel do material e a ndo adaptagcéo do conduto ao nervo
em crescimento****. Além disso, cicatrizagdo exacerbada e inflamacao local
foram descritas em pacientes, sendo necessaria até a eventual retirada

cirdrgicas desses condutos*> °.
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Na tentativa de evitar essas complicagbes, decorrentes da néao
degradacado desses condutos aloplasticos, inumeros materiais absorviveis
foram usados para confecgdo de condutos, como acido poliglicélico (APG),
acido poliglactinico e acido 3-poli-hidroxibutarato (PHB)?* *’. Demonstrou-se
que a reconstrucdo com condutos de acido poliglicélico, em defeitos até 3
cm, apresentou resultados similares ao tratamento padrdo*®. Condutos de
PHB também podem ser usados; eles sdo maleaveis, apresentam boa forga
ténsil e flexibilidade. Apresentaram vascularizagdo precoce através do
conduto e foram absorvidos ao longo de um periodo de 2 anos*’. O uso de
condutos se mostra uma alternativa interessante ao enxerto de nervo, porém
ainda apresenta resultados inferiores ao tratamento padrao®® °'.

A busca por novos materiais para confecgdo de condutos nervosos
continua. Um deles ¢ a fibrina, uma proteina presente na matriz extracelular
e que apresenta algumas caracteristicas que fazem dela um interessante
material a ser estudado. A fibrina é largamente utilizada na medicina,
comprovadamente biocompativel e segura®. Sua cola é usada para
promover hemostasia durante cirurgias e também para coaptagao de nervos
com bons resultados®® **. A fibrina tem uma reabsorgao relativamente rapida
(semanas) e também se mostra boa superficie para aderéncia e

%57 Além disso, a fibrina ndo desencadeia

diferenciacdo de células
inflamacao local nem tampouco cicatrizacdo exacerbada, sendo bem
tolerada pelo organismo®.

A cola de fibrina mimetiza as ultimas etapas da cascata da coagulagao

através da ativagao do fibrinogénio pela trombina, levando a formagao de um



Introducéo 10

coagulo semirrigido®®. A cola de fibrina pode ser produzida com plasma
autélogo ou fabricada com plasma alégeno, como nas formulacoes
comerciais®™. As colas de fibrina sdo baseadas na mistura de dois
componentes, um concentrado de fibrinogénio/fator Xlll/fibronectina e um
concentrado de trombina, produzidos com plasma humano. Os componentes
de fibrinogénio e trombina sado geralmente liofilizados, e antes do uso sao
solubilizados com solugbes de aprotinina e cloreto de calcio,
respectivamente. A mistura desses dois componentes solubilizados
desencadeia a etapa final da coagulagdo, gerando um coagulo de fibrina®®.

Kalbermatten et al. ®® demonstraram que o conduto de fibrina
proporciona um maior crescimento axonal comparado ao conduto de PHB
em modelo experimental apos 4 semanas da sua implantagdo. Pettersson et
al. ® demonstraram que o conduto de fibrina proporciona regeneragao de até
86% de axbnios mielinizados comparados com tratamento padrdo (enxerto
de nervo autdlogo) em modelo experimental apoés 16 semanas. Apesar de
ser material valido para confec¢ao de substitutos nervosos, os condutos de
fibrina também n&o superaram os resultados do tratamento padr&o®.

Na tentativa de melhorar resultados obtidos com uso de condutos e
associado ao vasto conhecimento acerca da fisiologia da regeneragédo de
nervo periférico, diversos estudos usando drogas sistémicas, fatores de
crescimento ou mesmo adicdo de células associados aos condutos
bioldgicos e sintéticos foram e ainda estdo sendo realizados® 3 639,
Técnicas de engenharia de tecidos que melhorem a resposta enddgena a

lesd0 nervosa podem fornecer uma estratégia alternativa de reparo® °’.
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Entre as drogas testadas, podemos citar o Tacrolimus (FK506), um
imunossupressor que aumenta a taxa de regeneragcdo neural in vivo e in
vitro®®. Em nosso meio, Tuma Jr. et al. *® testaram o uso dessa droga
associada a aloenxerto e Costa®® testou seu uso associado a condutos de
APG.

A adicao de fatores de crescimento também é motivo de pesquisa®. O
que se observa nesses estudos é que a adicdo desses componentes modula
a acgao celular e a regeneragcao do nervo e apresenta resultados variados,
podendo melhorar a regeneracgao, nao influencia-la ou até mesmo piora-la.

Em virtude da acado fundamental que células de Schwann exercem na
regeneracdo do nervo lesado e gragas aos avangos nos metodos de
obtencg3o e cultivo celular, foi possivel realizar estudos in vitro® . Verificou-
se que acrescentando células de Schwann cultivadas aos condutos de nervo
ocorre melhora na regeneracdo nervosa’®’2. Entretanto, o uso de células
autdlogas impde limitagdes clinicas. A necessidade de nervo autdélogo como
doador dessas células para o cultivo ocasiona morbidade adicional,
semelhante a coleta do nervo para autoenxerto. Além disso, o tempo
necessario para cultivo das células de Schwann até se alcangar o numero
necessario para o tratamento é longo e isso poderia atrasar seu inicio®®.
Demonstrou-se que o atraso no reparo de lesdes em nervos periféricos € um

potencial redutor da regeneragdo nervosa’™ ™

, assim como contribui para
comprometimento na recuperagao do érgéo-alvo75.
O uso de células de Schwann alégenas também foi testado como

alternativa ao uso das células autdégenas. A vantagem das células alégenas
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consiste na auséncia de necessidade da coleta de nervo autégeno como
doador das células de Schwann e, com isso, a cultura das células poderia
ocorrer antes e ndo atrasar o inicio do tratamento.

Mosahebi et al. "> demonstraram in vivo que células de Schwann
alégenas melhoram a regeneragcao axonal, apesar dos resultados serem um
pouco inferiores comparados as células autégenas. As células alégenas
foram rejeitadas apds 6 semanas sem o0 uso de imunossupressor, mas
apesar disso nao houve aumento da resposta inflamatéria local, o que
poderia ser deletério para regeneragdo. Entretanto, existem resultados
controversos na literatura. Guenard et al. "° demonstraram que células de
Schwann alégenas causam uma grande reagao inflamatdria que prejudica a
regeneracdo sem uso de imunossupressor, enquanto Rodriguez et al.”
demonstraram que seu uso nao interferiu na regeneracgao.

Apesar das limitagbes clinicas e técnicas no uso das células de
Schwann autdlogas e das controvérsias quanto aos beneficios da utilizagao
das células de Schwann aldégenas, o aumento da sinalizacdo celular
decorrente da presenca dessas células é fator relevante na potencializacéo
do processo de regeneragao axonal. Uma alternativa que tivesse
caracteristicas potencializadoras semelhantes as das células de Schwann,
porém com menos limitacdes técnicas, seria o ideal.

A célula ideal para transplante deve ser de facil acesso, proliferar
rapidamente, nao causar morbidade significativa na sua coleta, ser
imunologicamente compativel e se integrar com sucesso na area

semeada’®.
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As células-tronco mesenquimais preenchem bem esses critérios para
uma célula ideal de transplante. Elas tém coleta relativamente facil,
proliferam rapidamente, sado biologicamente compativeis (autdgenas) e
possuem caracteristicas de diferenciagcdo multipotencial. O uso dessas
células como potencializadoras da regeneragcdo de nervos periféricos

66, 7779 Estudos

apresenta resultados promissores na literatura®®
demonstraram que a regeneragao nervosa foi incrementada pela adicao de
células-tronco mesenquimais diferenciadas em fenodtipos de células de
Schwann em condutos de nervo. As células-tronco mesenquimais também
parecem proporcionar microambiente favoravel a migracdo de células de
Schwann dos cotos neuronais em crescimento gracas a producao de fatores
de crescimento e mediadores celulares®.

Ja foi demonstrado que é possivel retirar células-tronco mesenquimais

de tecidos como pele, medula éssea e tecido adiposo’” % ®'

. Os primeiros
trabalhos usando células-tronco mesenquimais no tratamento de lesdes de
nervo periférico foram feitos com células-tronco provenientes de medula
0ssea (BMSC). Verificou-se que a adicdo dessas células-tronco
diferenciadas em fendtipo de células de Schwann melhora a regeneracgao
neural®*®,

Apesar dos bons resultados no uso de células-tronco provenientes de
medula 6ssea, ha 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 numero de células. Por isso, alternativas a

essa fonte foram estudadas®.



Introducéo 14

Nesse contexto, as células-tronco derivadas de tecido adiposo
despertaram interesse na comunidade cientifica em virtude das suas
vantagens técnicas. Facil coleta durante procedimento de lipoaspiragao e
abundancia de tecido adiposo no ser humano elegeram-na como uma
potencial substituta das células-tronco de medula 6ssea® ®. Estas células
sdo denominadas Adipose-Derived Stem Cells (ADSC).

ADSCs representam aproximadamente 2% das células lipoaspiradas®,
ao passo que a frequéncia de BMSC na medula éssea é de 1 a cada 20.000
a 1 a cada 100.000%" % Além disso, o rendimento obtido por puncdo de
medula 6ssea varia conforme a idade, massa corporal e local da aspiragao®”
88 Comparativamente, relatou-se a obtencdo de, em média, 5.000 CFU
(colony-forming units) por grama de lipoaspirado contra 100 a 1.000 CFU por
mL de medula 6ssea®.

As ADSCs, durante o processo de obtencao para cultivo, sdo coletadas
da fragdo do estroma vascular do tecido adiposo®®. Esse estroma vascular é
obtido apdés a digestdo enzimatica do tecido e centrifugagdo, conforme
técnica adotada. As células do estroma vascular sdo as células contidas no
pellet (botao celular) resultantes da centrifugacédo. As células do pellet séo
entdo semeadas em garrafas de cultura. Sabe-se que as células sanguineas
nao aderem as garrafas de plastico de cultura e as células mesenquimais
sim®.

O meio de cultura é trocado a cada 72 horas, o que elimina as células
do sangue e seleciona as células-tronco mesenquimais aderidas®. O uso do

meio de cultura apropriado para as células-tronco também ajuda nessa
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selecdo. Desse modo, a medida que o meio de cultura € trocado e ocorrem

as amplificacdes das culturas, as ADSC sdo selecionadas e cultivadas®’.

Porém, a aderéncia as garrafas de cultura de plastico ndo é uma

caracteristica exclusiva das células-tronco mesenquimais; outras células,

como fibroblastos, também o fazem, sendo entdo necessaria a comprovagao
de que essas células cultivadas sao realmente ADSCs.

A International Society for Cellular Therapy®® definiu critérios minimos
para que uma populacdo de células seja considerada célula-tronco
mesenquimal. Essas células devem obedecer a, no minimo, trés pre-
requisitos:

1. ser plastico-aderentes quando mantidas em condi¢des 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 sédo obtidas, métodos de isolamento celular e caracteristicas da
cultura, a expressao desses marcadores pode ocorrer de forma variada.
As CTM também podem expressar outras proteinas de superficie, como
CD44, CD71 (receptor de transferrina), Stro-1, fibronectina, vimentina,
CD73 (ecto-5'-nucleotidase, SH3 e SH4), entre outras. Ainda sao
necessarios mais estudos para elucidar a variabilidade de expressao de
diversos marcadores;

3. ser capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrécitos e
adipocitos.

Estudos demonstram que o uso de ADSCs melhora a regeneragao de

nervos periféricos. Kingham et al.®® verificaram que ADSCs diferenciadas em
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fendtipo de células de Schwann aumentavam o crescimento neuronal in vitro
em proporcao semelhante a adi¢cao de células de Schwann cultivadas.

Di Summa et al.”® demonstraram que adicdo de ADSC diferenciadas
em fendtipo de células de Schwann dentro de um conduto de fibrina
potencializou o crescimento neural. Além disso, verificaram que o conduto
de fibrina possuia boa capacidade de reter as células-tronco semeadas no
seu lumen.

Erba et al.”® demonstraram que ADSC indiferenciadas também
potencializam a regeneragao nervosa, sem a necessidade de indugcdo a
diferenciagdo em fendtipos de células de Schwann em condutos de poli-3-
hidroxibutarato (PHB). O fato de nao ser necessario diferenciar as células-
tronco em fendtipo 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 clinico. Esses estudos avaliaram a
melhora na regeneracdo por histomorfometria e testes laboratoriais, nao
sendo avaliado se houve melhora funcional nos ratos estudados nem
tampouco comparando-se esses resultados com o tratamento padrao,
autoenxerto de nervo.

Liu et al.®

verificaram que a adicdo de ADSC indiferenciadas em
enxerto de nervo acelular alégeno melhorou a regeneragdo nervosa em
ratos comparado ao enxerto acelular alégeno sem ADSC. Foi verificado que

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

grupo enxerto de nervo alégeno acelular tanto histologicamente quanto
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funcionalmente. Neste trabalho (porém) também nao foi comparada a adi¢gao
de ADSC no substituto nervoso com o autoenxerto de nervo.

A literatura especializada prega que condutos aloplasticos podem ser
usados como substituto de enxerto de nervo. Contudo, ainda ndo ha nenhum
conduto biolégico ou sintético disponivel para uso clinico que tenha a
mesma capacidade regenerativa do autoenxerto de nervo. A adigcao de
células de Schwann como potencializadores do processo de regeneragao
axonal também é fato consistente descrito na literatura. Nos ultimos anos,
descobriu-se que as células de Schwann podem ser substituidas por células-
tronco mesenquimais com o efeito indutor semelhante na regeneragao
nervosa.

Nenhum estudo até hoje comparou a adigcdo de ADSC indiferenciadas
em conduto aloplastico com o tratamento padrao. Esse estudo ira comparar

a adicado de ADSC em um conduto de fibrina ao enxerto autdégeno de nervo.
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2 OBJETIVO

Avaliar a influéncia da adigdo de células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo (ADSC) em conduto de fibrina na regeneragao
de nervo periférico, comparando-a a enxertia de nervo autégeno (tratamento

padrdao) em modelo experimental de ratos.
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3 METODOS

Estudo experimental, longitudinal, prospectivo, randomizado,
controlado, ndo cego. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina da USP sob o numero
269/11 e desenvolvido no Laboratério de Investigacdo Médica 04 do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP - Cirurgia Plastica e

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

3.1 Amostra

A amostra foi composta de 30 ratos machos (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), isogénicos, 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 realizagao

de ortotanasia para realizagao de estudos histologicos.

3.1.1 Normatizac@es e ética

Todas as fases experimentais do trabalho obedeceram os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e cujos artigos englobam trés principios
basicos: sensibilidade, bom senso e boa ciéncia®.

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

de maio de 1979, que estabelece normas para a pratica didatico-cientifica da
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vivissecg¢ao 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 cientificas no Brasil.

3.2 Grupos de estudo e organizagdo do experimento

Os animais foram separados em 3 grupos equitativos: (A) grupo
enxerto de nervo autdlogo (grupo Autoenxerto), (B) grupo conduto de fibrina
(grupo Conduto) e (C) grupo conduto de fibrina com adi¢cao de células-tronco
mesenquimais alégenas derivadas de tecido adiposo (grupo ADSC), como

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Grupos de estudo

Grupos Descricao N

Resseccao de por¢cao 10 mm de nervo ciatico direito e
Autoenxerto enxertia autéloga reversa com anastomose término- 10
terminal

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

Conduto de fibrina com a adicdo de células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo alégeno

ADSC (ADSC) com anastomose término-terminal entre os 10
cotos proximal e distal do defeito de 10 mm do nervo
ciatico direito

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

da ortotanasia dos ratos para realizagao de estudos histologicos.
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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 fibrinogénio, <10 Ul/mL de fator Xlll da coagulagao, 3.000
KUI/mL de aprotinina, 500 Ul/mL de trombina 500 e 40 umol/L de cloreto de
calcio®.

O conduto foi moldado ao redor de uma haste de ago inoxidavel com 2
mm de didmetro 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

|-60

Kalbermatten et a os condutos sao construidos em ambiente esterilizado

e a cola é misturada conforme as orientacdes do fabricante®.
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A - Colocacao da cola nos moldes B - Conduto pronto para uso

C - Conduto de fibrina com 14 mm de D - Conduto de fibrina com luz de
comprimento 2mm

Figural- Etapas da confeccdo do conduto feito de cola de fibrina
(Tissucol®) em um molde de compressdo de silicone
especialmente fabricado; A - colocagcao da cola de fibrina no
molde; B - conduto apds polimerizagdo da cola; C - conduto em
visao lateral com 14 mm de comprimento; D - conduto visao
frontal demostrando a luz de 2 mm
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3.4 Obtencdo e cultura das células-tronco mesenquimais derivadas de

tecido adiposo (ADSC)

As ADSC foram isoladas de ratos adultos da raga Wistar. O tecido
adiposo da regidao inguinal foi cuidadosamente retirado, em ambiente
classificado ISO 7, com disseccdo com lamina de bisturi (Figura 2). Esse
tecido foi colocado em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Médium) com solugdo a 2% de antibidtico/antimicético (100 pg/mL de
estreptomicina, 100 Ul/mL de penicilina e 0,25 ug/mL de anfotericina B —

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

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

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

submetido a digestdo enzimatica pela adicao de colagenase tipo | a 0,1%

(1 mg/mL) diluida em DMEM, na proporgéo de 3 mg de colagenase (3 mL)

para cada 1 grama de tecido adiposo coletado. A digestao foi realizada em
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frasco spinner e o material dessa digestdo incubado a 37°C sob agitacao
branda por 60 minutos.

Apos a digestdo enzimatica, a colagenase foi inativada com o mesmo
volume de meio de cultura (DMEM) contendo Soro Bovino Fetal (SBF), e
entdo o produto resultante foi submetido a centrifugagao 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 liquido sobrenadante foi, entdo, descartado e o pellet
ressuspendido em Dy (DMEM mais 20% de SBF + 1% de solugdo de
antibidtico/antiflingico - Gibco®) para posterior transferéncia para frascos de
cultura de células de 25 cm? de area e incubacéo a 37°C em uma atmosfera
de 5% de CO,® (Figura 3C). A cada 72 horas, o meio de cultura foi trocado.
As culturas foram amplificadas sempre que as células apresentaram
semiconfluéncia até atingirem o numero necessario de células para a
realizacdo dos experimentos propostos a seguir e/ou conservagao das
células por congelamento.

Todos os experimentos foram realizados entre a terceira e a quinta

amplificacao (P3-P5).
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A - processamento B - centrifugacao C - cultura

Figura 3 - Etapa do processo de obtencdo de ADSC. A - processamento da
gordura inguinal retirada para digestdo enzimatica;, B -
centrifugacéo apos digestdo enzimatica da gordura; C - cultura
das ADSC em condigdes controladas

3.4.1 Caracterizagdo das ADSC por citometria de fluxo

ADSCs, na quarta passagem, foram cultivadas, em meio especifico,
por 48 horas. Apds este periodo, foram separadas 2x10° ADSC e colocadas
em 1,0 mL de D20 (meio de cultura) para o protocolo de caracterizagao por
citometria de fluxo.

As células foram centrifugadas por 5 minutos a 400 g, e entdo o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células foram incubadas com o
1 uL de cada anticorpo para os marcadores de superficie celular CD29,
CD31, CD44 e CD45 por 30 minutos a 4°C, em ambiente escuro. As células
controle foram marcadas com anticorpo isotipo IgG. A seguir, as células
foram lavadas em solugé&o tampé&o de fostato (Phosphate Buffer Solution -
PBS) e centrifugadas novamente por 5 minutos a 400 g. Finalmente, apos
descarte do sobrenadante, foram adicionados 300 pL do tampéo

PharmingenStain Buffer (BSA) para a leitura no citémetro de fluxo Fortessa
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(LSRFortessa, BD, Califérnia, USA). Os resultados da leitura foram
analisados no programa de computador FlowJo versdo 10 (Tree Star, INc.,

Ashland, OR, EUA)? 998

3.4.2 Inducéo a diferenciagéo de células-tronco

As ADSCs na quarta passagem (P4) foram colocadas em meio para
indugdo adipogénica e em meio para indugdo osteogénica. O meio de
inducéo adipogénico 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 indugao osteogénica consistia em DMEM
suplementado com SBF 10%, 01 uM dexametasona, 50 uM 2-fosfo-
ascorbato, e 10 mM beta-glicerolfosfato. Os meios de diferenciagdo foram
trocados a cada 72 horas e as células em inducao adipogénicas ficaram sob
esse regime durante 12 dias e entdo foram coradas com Oil Red O*
(Vermelho de Oleo O). As células expostas ao meio de diferenciacio
osteogénica ficaram 21 dias em diferenciagcdo e entdo foram coradas com
Alizarin Red S™ (Vermelho de Alizarina S) para confirmar a diferenciaco,
conforme consagrado na literatura®. ADSCs em P4 foram mantidas em
meio para cultura padrao D,y como controle, enquanto as ADSCs estavam

em diferenciacao.

" Nota: os corantes Oil Red O e Alizarin Red S foram cedidos pelo laboratério de Histologia
da Faculdade de Medicina da USP.
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3.5 Procedimento cirargico

Os animais foram pesados e mantidos sob anestesia geral pela
administracao intraperitoneal de pentobarbital (30 a 40 mg/kg) e colocados
em decubito ventral.

O nervo cidtico foi exposto por uma incisao transversal na raiz da coxa
direita e dissecgdo romba entre os musculos gluteos e biceps femoral,
tomando-se cuidado com a artéria femoral profunda (Figura 4A). Em todos
os grupos foram realizadas ressec¢des de um segmento de 10 mm do nervo

ciatico direito antes de sua bifurcagéo (Figura 4B).

Figura 4 - Procedimento cirurgico. A - exposi¢ao do nervo ciatico direito; B
- apos ressecgao 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 ciatico remanescente com fio
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mononylon 10.0 (Ethicon®; Johnson & Johnson SA, New Brunswick, NJ,
USA) sob magnificacdo microscépica (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, entdo 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 0 mesmo
fio e magnificacao descritos anteriormente (Figura 5B).

No grupo ADSC foi realizado o procedimento padrao conforme descrito
previamente, interpondo o conduto de fibrina no local do defeito (mesmo
padrdo do grupo conduto) (Figura 5B). Na sequéncia foram adicionadas
células-tronco mesenquimais (ADSCs) dentro do lumen desses condutos; a
saber: foram semeadas 1x10° células diluidas em 50 pL (0,05 mL) de Doo.
Para evitar o extravasamento das ADSCs do lumen do conduto para as
extremidades distais e proximais, elas foram seladas com cola de fibrina,
sendo a distal selada previamente a adigcdo das ADSCs e a proximal apés a

adicao das células.
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A - autoenxerto B - conduto

Figura 5 - Procedimento cirurgico. A - aspecto final do autoenxerto de
nervo; B - interposicdo do conduto de fibrina - usado nos grupos

Conduto e ADSC
Apos a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente controlado, recebendo agua ad libitum, acrescida de dipirona
sodica para analgesia nas primeiras 48 horas de pos-operatorio e ragao a

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

para as aferigdes do experimento.

3.6 AfericOes

3.6.1 Massa Corporal

Os ratos foram pesados em balanca analitica (Ohaus MB 35 Mettler®),

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

A avaliagao funcional da regeneragao do nervo ciatico 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. * e modificado por Bain et al. ', tomando-se como base as
seguintes variaveis: extensdo da pegada (distdncia da extremidade do 3°
dedo até o calcaneo), largura da pegada (distancia entre o 1° e 5° dedos) e a
distancia entre os dedos intermediarios (2° e 4° dedos), todos considerados
a partir da pata traseira do rato (Figura 6). Tal método permite o calculo do

indice de Func&o Ciatica (IFC) de Bain-Mackinnon-Hunter'*''% (Quadro 1).

Quadro 1 - Férmula para calculo do indice de Funcéo Ciatica (IFC)

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

Onde:

IFC: indice de fungao ciatica

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

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

DDIE/DDIN: distancia entre os dedos intermediarios experimental (DDIE) e normal (DDIN)

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

O teste da marcha foi realizado previamente a qualquer procedimento
cirurgico em todos os grupos do estudo, para calculo de valores basais do

IFC e posteriormente com 4, 8 e 12 semanas de pds-operatorio.
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Figura 6 - Marca de uma pegada da pata traseira do rato (em preto). As
linhas azuis representam as distancias mensuradas necessarias
para o calculo do IFC

Os valores obtidos pela formula (IFC) sédo representativos do déficit
funcional: zero representa a normalidade, —100 a perda total da fungado e
variagoes de +10 estdo nos desvios da normalidade para a féormula. Valores
intermediarios a esses indicam déficits parciais de fungao.

Um corredor com medidas padronizadas de 42x8,2 cm e com as
extremidades abertas foi usado para o teste da marcha. Os animais tém
suas patas traseiras impregnadas com tinta nanquim preta e entdo foram
liberados para deambular sobre uma folha de papel branco nas dimensbes
do corredor. Previamente a qualquer procedimento cirurgico, os ratos foram
treinados a andar no corredor do Walking Track.

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

nao sabia a qual grupo o animal que estava sendo avaliado pertencia.
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3.6.3 Sacrificio e coleta das pecas

Apos completar 12 semanas de pods-operatério, foram realizadas
reexploragdes cirurgicas dos nervos ciaticos operados. ApOs anestesia,
imobilizacdo em decubito ventral e antissepsia, os animais foram submetidos
a uma ampla incisdo no membro posterior direito, permitindo acesso ao
nervo ciatico até sua bifurcagcdo em fibular comum e tibial. Foi coletado um
fragmento do nervo ciatico, de aproximadamente 5 mm, para analise
histolégica. Foi padronizado que o segmento do nervo fosse colhido 5 mm
distal a linha de sutura do enxerto de nervo ou a sutura conduto-nervo (sitio
cirargico), de acordo com cada grupo. Também procedeu-se a coleta dos
musculos triceps surais direito e esquerdo de cada rato, abrangendo 100%
do corpo muscular, desde sua origem até sua insercdo, sem o tendao.

Posteriormente a coleta das pecgas histologicas, os animais foram
sacrificados ao receberem dose letal de anestésico (pentobarbital sddico),
por via intraperitoneal e foram desprezados em lixo biolégico do Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

3.6.4 Peso do musculo triceps sural

Apods a coleta do material para avaliagéo histologica foram dissecados
0s musculos triceps surais, sem o tendao, do lado operado e do lado
contralateral para pesagem. Apds a coleta do musculo, tomou-se o cuidado

de enxuga-lo, para remogao de sangue e quaisquer outros fluidos, e entdo
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ele foi pesado em balanca analitica de alta precisdo (Ohaus MB 35 Mettler®),

1.1 e Salles et al.'® Foram

seguindo orientagdes do estudo de Yan et a
coletados os valores das massas musculares do lado operado e néao
operado, e com esses dados foi possivel o calculo do indice de peso,

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

3.6.5 Avaliagdo histomorfométrica

Os segmentos do nervo ciatico direito coletados foram fixados com
solugdo isotbnica tamponada de formaldeido a 4%. ApOs esse processo as
pecas foram desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico
(70°, 80°, 90°, 95° e absoluto 1, 2, 3, 4), depois mistura de alcool etilico
absoluto e xilol a 50%. Finalmente as pegas foram diafanizadas com xilol 1,
2, 3, e incluidas em parafina. Em seguida, foram obtidos cortes histolégicos
na espessura de 2 um corados com tricréomico de Masson. Foram realizados
6 cortes de um mesmo segmento de nervo.

Foram avaliadas as caracteristicas da arquitetura geral do nervo
regenerado, como o padrdo geral de organizagéo do tecido neural dentro
dos tubos, reorganizagao axonal em fasciculos e do tecido conjuntivo epi-
perineurais, presenca de escape de fibras axonais para fora dos limites do
epineuro e dos fasciculos.

Posteriormente, foram escolhidos os 3 melhores cortes histoldgicos
(entre os 6 feitos para cada nervo) em aumento de 100 vezes na

microscopia Optica. 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 analise em programa de
computacdo (Image-Pro-Plus versdgo 7.0, Media Cybernetics®). Foram
avaliados 3 cortes histologicos, em cada corte 1 campo em cada quadrante,
totalizando 12 campos por nervo estudado. Em cada campo foi contado o
namero de fibras mielinicas reinervadas em uma area padronizada de
10.995 pm? (Figura 7). Através dessa contagem das fibras mielinicas

reinervadas chegamos ao valor da densidade axonal'®.

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

Apods a contagem das fibras mielinicas reinervadas, foi entédo realizada

a contagem das areas das secg¢des transversas (menor diametro) das fibras

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

padronizado (Figura 8).

Figura 8 - Corte histoldgico corado com tricrdbmico de Masson em aumento
de 400x. Pode-se verificar as areas transversas das fibras
nervosas que foram reinervadas (marcadas com circulo)

3.7 Andlise estatistica

Inicialmente, todas as variaveis foram submetidas a analise descritiva.
Para as variaveis quantitativas, a analise foi feita através da observacéo dos
valores minimos e maximos, e do calculo de médias, desvios-padrdao e
mediana e quartis.

Para a comparagao de trés grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis, pois a suposi¢do de normalidade dos dados foi rejeitada.
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Quando necessaria a comparagdao de dois grupos par a par, foi entdo
realizada a aplicagao do teste de Mann-Whitney, ajustado pela correcédo de
Bonferroni.

Para a comparacédo dos grupos ao longo do tempo (momentos de
avaliacao) foi aplicado o teste de Friedman e, quando necessaria
comparagao par a par, foi seguido da aplicacdo do teste dos postos
sinalizados de Wilcoxon, ajustado pela corre¢cao de Bonferroni.

O nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5% (0,050) para
a aplicacao dos testes e analises estatisticas. Tal nivel foi ajustado quando a
corregao de Bonferroni foi usada.

Todos os dados foram organizados em planilha eletrbnica do
programa de computador Microsoft Excel e analisados com o programa IBM

SPSS (Statistical Package for Social Sciances) em sua versao 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 padrao esperado. As
ADSCs quando aderidas na garrafa de cultura a microscopia optica tinham
aspecto fusiforme e alongado. O crescimento era acompanhado diariamente
e, quando a confluéncia das células atingia 80% ou mais, era realizada
amplificacdo da cultura para garrafa maior ou mesmo duas (Figura 9). As
culturas foram mantidas até conseguirmos o numero de células necessarias
para os experimentos, para os testes laboratoriais e para o congelamento de

células de reserva.
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A - Confluéncia 15% B - Confluéncia 40%

C - Confluéncia 80% D - Confluéncia quase 100%

Figura 9 - Evolugdo do crescimento da cultura celular vista a microscopia
optica de luz invertida. A - confluéncia de aproximadamente
15%; B - confluéncia de 40%; C - confluéncia de 80%; D -
confluéncia de praticamente 100%
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4.1.2 Caracterizagdo das ADSCs por citometria de fluxo

Foram separadas 2 x 10° ADSC na quarta passagem e colocadas em
1,5 mL de Dy (meio de cultura). As células foram marcadas com anticorpos
para os antigenos de superficie CD29, CD31 CD44 e CD45. Apos analise
por citdbmetro de fluxo, os marcadores de superficie 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 demarcagdo das ADSCs sem a presenca dos
marcadores de superficie - controle negativo. Em azul claro, a
demarcagao das ADSCs com a presenca 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 Indugéo da diferenciagdo das ADSCs

As ADSCs (Figura 11A) mantidas em meio para diferenciagcao
adipogénica foram mudando seu fenétipo de fusiformes para arredondado e
aumentando seu volume, assumindo apos os 14 dias de cultivo formato e
tamanho semelhantes a adipdcitos (Figura 11B). Apds coloracao de Oil Red
O, as células com acumulo citoplasmatico de lipideos foram marcadas em
vermelho, como mostrado na Figura 11C e D.

As ADSCs (Figura 12A) submetidas a diferenciacdo osteogénica
também mudaram seu fenodtipo de fusiformes para arredondado (Figura
12B), porém menores em volume que as células indiferenciadas. Foi
possivel ver granulos de acumulo de calcio dispersos no extracelular. A
coloragdo com Alizarin Red S confirmou os achados da microscopia 6ptica
de luz invertida (Figuras 12C e 12D).

As ADSCs controle que foram mantidas em meio padrdo (Do) ndo se

diferenciaram durante os 21 dias de experimento.
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A - ADSCs antes da diferenciacdo B - ADSC apds diferenciagdo

C- Oil Red O - 40x D - OQil Red O - 400x

Figura 11 - ADSCs antes (A) e ap6s diferenciacao adipogénica (B) vistas
ao microscopio optico de luz invertida. As ADSCs coradas com
Oil Red O em aumento de 40X (C) e 400X (D)
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B - ADSC apds diferenciagdo

C - Alizarin Red S - 40x

D - Alizarin Red 5 - 100x

Figura 12 - ADSCs antes (A) e ap6s diferenciacao osteogénica (B) vistas

ao microscopio optico de luz invertida. As ADSCs coradas com
Alizarin Red S em aumento de 40X (C) e 100X (D)
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4.2 AferigOes dos experimentos

Todos os animais toleraram bem os procedimentos, nao ocorrendo

nenhum caso de 6bito. Ocorreram 3 casos de automutilacdo, um de cada

grupo.

4.2.1 Massa corporal

Todos os ratos do experimento estavam dentro do intervalo de peso
esperado. Nao houve diferenca estatisticamente significativa de peso dos
ratos no pré-operatério (p=0,300) nem tampouco no poés-operatério de 12
semanas (p=0,187), sendo o ganho de massa semelhante nos trés grupos

estudados (Tabela 2).

Tabela2 - Massa corporal - média e desvio padrao dos grupos no pré-
operatério e no poés-operatorio de 12 semanas. Valor de p da
comparagao entre os grupos

Pré-operatério 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 indice de fungao ciatica (IFC) foi medido e calculado nos animais, no
pré-operatorio, e com 4, 8 e 12 semanas de pds-operatério. Na Tabela 3 sao
apresentados os valores de médias e desvios padrdes do IFC nas
avaliagcdes dos diferentes momentos, sendo expressos como porcentagem
de perda da fungdo normal. Também sao apresentados os valores de p das

comparagdes dos 3 grupos entre si.

Tabela 3 - indice de funcdo ciatica (IFC) - média e desvio padrdo entre os
trés grupos nos diferentes momentos. Valor de p da comparagéo
entre os grupos

Semana pos- Grupo Grupo Grupo ADSC
operatdria  Autoenxerto Conduto Valor de p
Pré-op —6,29+2,67 —6,8943,65 —-8,1844,06 p=0,727
4 —75,1419,66 —79,134,64 —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 analise estatistica pelo método de Kruskal-Wallis, com nivel de
evidéncia de significancia (p<0,05), nao demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre os 3 grupos em relagado ao IFC no pré-
operatorio (p=0,727) e com 4 semanas de poés-operatério (p=0,293). Nas
avaliagdes de 8 e 12 semanas de pds-operatério os grupos apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os 3 grupos, p=0,001 e

p<0,001, respectivamente.
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Foi entdo aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela corregao 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 - Comparagao dos grupos par a par no momentos 8 e 12 semanas

Par de Grupos

Variavel Autoenxerto Autoenxerto Conduto
X X X
Conduto ADSC 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 pods-operatério, ndo se observou diferencga
estatisticamente significante entre os grupos ADSC e Autoenxerto. Na
comparagao entre os grupos, com 12 semanas, houve diferencga

estatisticamente significante entre todos os grupos.



Resultados 50

A Figura 13 demonstra pegadas de ratos dos diferentes grupos com
12 semanas e um exemplo de uma pegada normal (pré-operatorio). Nessa
figura é possivel verificar que a pegada do animal do grupo Autoenxerto esta

mais aberta, o que demonstra uma maior recuperacgao funcional.
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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 evolugao dos valores de IFC durante o tempo
em cada grupo. Para isso, foi realizada comparacdo dos valores nos
diferentes momentos apds a cirurgia (4, 8 e 12 semanas) e o indice basal
pré-operatorio.

Pode-se verificar no Grafico 1 que, com 4 semanas de pés-operatorio,
todos os grupos apresentaram piora do IFC em relagdo ao IFC pré-
operatorio. Com 8 semanas e depois com 12 semanas, todos os grupos
demonstraram uma melhora gradual em relagdo aos valores de IFC de 4
semanas, sempre com uma melhor recuperacédo do grupo Autoenxerto e
com valores intermediarios do grupo ADSC. O grupo Conduto também
apresentou recuperagao gradual, mas sempre com valores de IFC inferiores
aos demais grupos. Pode-se perceber também que nenhum grupo atingiu os

valores proximos aos pre-operatorios.
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Gréafico 1 - Evolugéo do IFC (% de perda da fungdo normal) dos grupos
nos diferentes momentos de avaliagao

indice de Funcao Ciatica

-100
Pre-op 4 sem 8 sem 12 sem

O Grupo Autoenxerto 3 Grupo Conduto = Grupo ADSC
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Foi aplicado o teste de Friedman com o intuito de verificar possiveis
diferencas entre os quatro momentos de avaliagdo em cada grupo. Como
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os 4
momentos de observacdo em todos os grupos, foi entdo aplicado o teste dos
postos sinalizados de Wilcoxon, com corregao de Bonferroni comparando os

momentos par a par, como descrito na Tabela 5.

Tabela5- Comparagao do momentos par a par em cada grupo

Par de Momento de Grupos )
Observagao 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 relagcdo ao tempo, todos apresentaram
diferenca estatisticamente significante nos diferentes momentos de
avaliagdo. Nessa avaliagdo, o par que mais nos interessa ¢ a comparagao
entre o momento pré-operatério e o da recuperacdo com 12 semanas.
Nenhum grupo conseguiu resultados com 12 semanas que fossem

estatisticamente proximos aos valores pré-operatorios.
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A Figura 14 exemplifica a perda de fungcdo causada pela lesao

nervosa € a posterior recuperacao funcional captada pelos exames da

marcha (WTA).
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Figura 14 - Evolugdo das pegadas conforme recuperagdo funcional pos-
operatoria em rato do grupo Autoenxerto
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4.2.3 Inspecdo macroscopica

No momento da reexploragdo cirurgica para coletas das pecgas, em
todos os grupos havia presenca de tecido cicatricial de aspecto fisiolégico e
esperado para o pos-operatorio. Nao houve formacado de tecido cicatricial
exacerbado em nenhum dos grupos. Era possivel identificar as duas linhas
de sutura em todos os grupos.

Nos grupos Conduto e ADSC, observou-se total reabsor¢ao do conduto
de fibrina com 12 semanas de procedimento e no local encontrava-se um
tecido neoformado, de coloragdo esbranquigada, neovascularizado,
compativel com nervo regenerado ligando os cotos proximal e distal do
nervo ciatico (Figura 15). No grupo Autoenxerto, o enxerto de nervo estava
conectado aos cotos proximal e distal do nervo ciatico. Nao houve casos de
formagdo de neuromas ou de auséncia de tecido regenerado ligando os
cotos proximais e distais do nervo ciatico em nenhum dos grupos, fato que

se presente representaria falha na reconstrucéo nervosa.
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Figura 15 -

Procedimento cirdrgico nos grupos reconstruidos com conduto
de fibrina A - conduto de fibrina no momento do procedimento;
B - apds 12 semanas de procedimento. Notar que houve

absor¢cdo do conduto e crescimento do tecido neoformado
conectando os cotos do nervo
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4.2.4 Peso do musculo triceps sural

A Tabela 6 mostra as diferencas de peso do musculo triceps sural da
pata operada e da ndo operada dos diversos grupos, assim como o indice
de peso entre os dois lados (divisdo do peso do lado operado pelo lado néo

operado).

Tabela 6 — Médias e desvios padrbes do peso (g) da musculatura triceps
sural do lado operado, do lado ndo operado e do indice de
peso entre os lados. Valor de p da comparagao entre os 3

grupos
Lado operado Lado ndo Indice de peso (Ia~do
Grupos @) operado (g) operado / lado néo
9 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 diferenca estatisticamente significante entre os trés grupos
para as variaveis peso do lado operado e indice de peso, foi aplicado o teste
de Mann-Whitney, ajustado pela corregcdo de Bonferroni, para identificar
quais grupos diferiam-se entre si, quando comparados par a par. Os dados

estido na Tabela 7.

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

Par de grupos

Autoenxerto Autoenxerto Conduto
VS VS VS
Conduto ADSC ADSC
Lado operado <0,001 <0,001 <0,001
Lado n&o operado 0,034 0,085 0,757
indice 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 padrdo) como
100%, pode-se dizer que o grupo Conduto apresentou uma recuperagao

relativa de 58% e o grupo ADSC de 75%.
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Grupo Autoenxerto Grupo Conduto Grupo ADSC

Figura 16 - Musculo triceps sural apés 12 semanas do experimento. O
musculo a direita pertencia a pata operada e a peca a
esquerda, a pata sem intervencdo. Pode-se ver o grau de
atrofia muscular na pata onde foi simulada a lesdo nervosa
com posterior reconstrucao



4.2.5 Avaliacdo histomorfométrica

4.2.5.1 Densidade axonal dos nervos ciaticos

Resultados

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

namero de axdnios por microbmetro quadrado, foi verificada nos diferentes

grupos apoés o sacrificio dos ratos (Figura 17). O Grafico 2 representa os

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

p da comparagao dos 3 grupos.

Gréafico 2 - Densidade axonal do nervo ciatico (ax6nios/10.995 um2). No

grafico estao

representadas as meédias dos grupos, o0s

respectivos desvios padroes e o valor de p da comparagao

entre os 3 grupos
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Verificada a diferenca estatisticamente significativa entre os trés
grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela correcéo de
Bonferroni, para identificar quais grupos diferiam-se entre si, quando

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

Tabela 8 — Valor de p da comparacao entre os grupos quando avaliados

par a par
Par de grupos
Autoenxerto Autoenxerto Conduto
VS VS VS
Conduto ADSC 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 intermediario aos dois grupos.

Tomando-se arbitrariamente o valor do grupo Autoenxerto (tratamento
padrdo) como 100%, pode-se dizer que o grupo ADSC obteve regeneracéo
de 87,5% das fibras comparando-se com o tratamento padrdo e o grupo

Conduto de 59,7%.
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C - Grupo ADSC

Figura 17 - A - observa-se um maior numero de axdnios por campo
(densidade axonal) no grupo Autoenxerto. Além disso, ha
maior organizagao estrutural e menos tecido conjuntivo entre
as fibras no grupo Autoenxerto. B - grupo Conduto. C - grupo
ADSC. Coloragao com tricrémico de Masson em microscopia
Optica com aumento de 400x
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4.2.5.2 Areas das seccdes transversas das fibras nervosas
Também foram calculadas as areas das seccgbes transversas das
fibras nervosas em todos os grupos (Figura 18). O Grafico 3 representa os
valores de médias e desvios padroes das areas calculadas em cada grupo,
bem como os valores de p das comparagoes.
Grafico 3- Areas das secgdes transversas das fibras nervosas em todos
os grupos. No grafico estdo representadas as médias dos

grupos, os respectivos desvios padrdes e o valor de p da
comparagao entre os 3 grupos

12 B Grupo Autoenxerto B Grupo ADSC M Grupo Conduto

10

Area da fibra nervosa em pm2
B (=31

Ma

(=]

Grupo Autoenxerto Grupo ADSC Grupo Conduto
Média das Areas das Fibras Nervosas (um2)
p<0,001
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Verificada a diferenca estatisticamente significativa entre os trés
grupos, foi aplicado o teste de Mann-Whitney, ajustado pela correcéo de
Bonferroni, para identificar quais grupos diferiam-se entre si, quando

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

Tabela 9 - Valor de p da comparagao entre os grupos quando avaliados

par a par
Par de grupos
Autoenxerto Autoenxerto Conduto
VS VS VS
Conduto ADSC ADSC

Area das seccbes
transversas das <0,001 <0,001 0,047
fibras nervosas

alfa de Bonferroni = 0,016952

As maiores areas médias das seccgoes transversas das fibras nervosas
foram observadas no grupo Autoenxerto, e esses valores foram
estatisticamente significantes em relagao aos outros dois grupos. As areas
médias das secgdes transversas das fibras nervosas do grupo ADSC foram
maiores que as do grupo Conduto, porém sem diferenca estatisticamente

significativa.



Figura 18 -

Resultados

C - Grupo ADSC

Pode-se verificar presenca de fibras com didmetros maiores e
com maior variedade de didmetros no grupo Autoenxerto (A)
em comparagao aos outros dois grupos, grupo Conduto (B) e

grupo ADSC (C). Coloragdao com tricrdbmico de Masson.
Microscopia optica 400x

65
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4.2.5.3 Analise histolégica ndo quantitativa

A arquitetura geral do nervo foi avaliada. Observou-se que os
segmentos de nervo ciatico 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 fasciculos estavam bem delimitados pelo perineuro em todos os
grupos. A formagao 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 fasciculos. Neoangiogénese foi
observada nos 3 grupos, tanto dentro dos fasciculos quanto no tecido
conjuntivo (perineuro). No grupo Autoenxerto houve presenga um pouco
maior de vascularizagdo, também de uma forma mais bem distribuida
(Figura 20).

A distribuicdo de axénios remielinizados dentro dos fasciculos do nervo
se deu de forma homogénea nos 3 grupos. A presencga de escape de fibras
axonais para fora dos fasciculos 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 fasciculos, mas em
quantidade consideravelmente menor que nos outros dois grupos.

Tendo em vista que as avaliagdes foram subjetivas, ndo foram

realizados testes estatisticos para comparag¢ao dos 3 grupos.



Resultados 67

A - Grupo Autoenxerto

C - Grupo ADSC
Figura 19 - Representagdo dos 3 grupos. Pode-se verificar a delimitagao
dos fasciculos nos 3 grupos. Nos grupos Conduto e ADSC
observa-se maior quantidade de tecido conjuntivo (perineuro
em azul) entre os fasciculos. A - exemplo de corte transversal

em nervo ciatico do grupo Autoenxerto; B - grupo Conduto e C
- grupo ADSC. Microscopia optica 40x



Figura 20 -
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C - Grupo ADSC

Mesmo cortes histologicos em aumento de 100x. Pode-se
verificar a presencga de vascularizagao nos 3 grupos; no grupo
Autoenxerto ela € mais bem distribuida, tanto intrafascicular
quanto no perineuro. Nesse corte, nota-se intensa
neovascularizagao no grupo Conduto, porém fora dos limites
do nervo (perinervo). A - exemplo de corte transversal em
nervo ciatico do grupo Autoenxerto; B - grupo Conduto; C -
grupo ADSC. Microscopia optica 100X
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5 DISCUSSAO

Lesdes de nervos com perda de continuidade precisam ser tratadas,
caso contrario a chance de regeneragao € pequena. Quando essas lesdes
nao podem ser aproximadas primariamente, o tratamento padrao consiste
em enxertia de nervo autdlogo. Seu uso, porém, impde algumas dificuldades
técnicas, como necessidade de outro sitio cirurgico, incompatibilidade de
tamanho entre enxerto e nervo lesado, iatrogenia e sequelas na area
doadora®" ¥, fatos que nao ocorrem quando se utiliza um conduto sintético.
Condutos podem ser usados em substituicdo ao autoenxerto, porém a
reconstrugcdo com eles ainda mostra resultados inferiores ao tratamento
padrao.

A busca por um conduto ideal que proporcione resultados superiores
aos do autoenxerto se faz necessaria porque o tratamento padrao nao
apresenta resultados satisfatorios, principalmente em lesdes mais proximais
e/ou com grandes defeitos, quando a distancia que o nervo em regeneracgao
tem de percorrer até o érgdo-alvo é muito longa™.

O conduto ideal deve ser resistente a colabamento, flexivel, absorvivel,
nao causar reacgao inflamatéria tecidual ou cicatricial e estimular a

13, O conduto ideal também deve ser semipermeavel a

regeneragao neura
substancias, como fatores de crescimento e nutrientes, e ainda ter superficie
adequada para crescimento celular dos brotos axonais e das células de

Schwann que orquestram o processo de regeneragéoso.
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A fibrina é uma proteina presente na matriz extracelular®, por isso ndo
desencadeia inflamacéo local, nem tampouco cicatrizagdo exacerbada®®.
Sua cola é usada para coaptacdo de nervos com bons resultados®>*. Além
disso, a fibrina se mostra boa superficie para aderéncia e diferenciacéo de

células®®’

e também um bom meio para difusdo de fatores de crescimento
e de células-tronco’ "'°. Em razdo dessas caracteristicas particulares, a
fibrina se candidatou como material para confec¢gao de conduto neural.

A literatura tem mostrado que a simples troca do material para
construgcado dos diferentes condutos ndo é suficiente para chegar-se a um
substituto neural melhor que o autoenxerto. Com base nos conhecimentos
cada vez mais detalhados da regeneracao neural, sabe-se hoje que, além de
um material com propriedades “ideais”, deve-se associar a ele componentes
que potencializem o processo de regeneracdo® °’.

E nesse contexto que as células-tronco ganham importancia e
destaque nas pesquisas, em especial as ADSC, por sua capacidade
multipotente, caracteristica das células-tronco mesenquimais, associada as
vantagens técnicas no seu uso.

Assim, esse estudo teve por objetivo avaliar a associacdo de um
conduto constituido de fibrina com a adicdo de ADSC, uma combinacao
conduto-potencializador que merecia ser compreendida e comparada com o
tratamento padréao 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 classico®, visto que muitos estudos realizados e também a
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validacdo de métodos consagrados de avaliagdo, como walking track, foram

36, 47, 62, 93, 101, 108, 111, 112 Na grande maioria dos

desenvolvidos em ratos
centros de pesquisa, os ratos sdo os animais mais utilizados, em virtude de
baixo custo de aquisicdo, facilidade de obtengdo, manipulacido e
manutencao, bem como seu reduzido tamanho, o que facilita a realizagao de
estudos de longa duragdo'™®. Além disso, os ratos ainda possuem nervos
com estrutura anatdbmica muito favoravel para estudos sobre neurorrafias,
uso de enxertos e regeneragao nervosa.

Levando em consideragao 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. "

, @ espécie mais utilizada na literatura e a quantidade minima
necessaria para obtengao de resultados validos.

Classicamente, os trabalhos apresentados na literatura haviam
acompanhado o pds-operatério por cerca de 6 semanas. Optamos pelo
acompanhamento por 12 semanas seguindo a tendéncia dos trabalhos mais
recentes. Esse aumento no tempo de observagao deve-se ao fato de que,
nas fases iniciais da regeneragao, sao gerados muitos brotos, mas somente
permaneceram viaveis as fibras axonais que efetivamente reinervarem o
orgao alvo; ja as fibras que falharam na reinervacdo tendem a
desaparecer'® ?°, Por isso, 12 semanas é um tempo mais adequado, por

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

avaliacao funcional mais tardia e consolidada.
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O nervo ciatico foi escolhido para o experimento em virtude de suas
vantagens. E um nervo de facil acesso, tem anatomia constante e calibre
razoavelmente grosso, o que facilita a padronizagdo do estudo e diminui a
possibilidade de interferéncia nos resultados por conta de fatores técnicos.
Além disso, o padrao de recuperacado funcional da musculatura inervada
pelo nervo pode ser avaliado de modo objetivo por meio de testes
especificos e consagrados, como o indice de fungao ciatica (IFC). Também
foi considerado que a maioria dos trabalhos de regeneracdo nervosa em
ratos foi feita utilizando-se o nervo ciatico® 47 62 93,101, 108,111, 112
O interesse no uso da cola de fibrina para regeneracdo neural

provavelmente foi postergado em razao dos estudos de Akassoglou et al. "™

" no inicio dos anos 2000, que sugeriam que a fibrina poderia
comprometer a regeneragao nervosa periférica por meio de uma inibigao das
células de Schwann.

Posteriormente, um grande numero de trabalhos comprovou que o uso
da cola de fibrina ndo prejudica a regeneracao neural e seu uso para sutura
de nervo periférico ja é aceito na comunidade cientifica®® > 17 18 Algm
disso, varios trabalhos comprovaram que a fibrina € uma boa matriz para
crescimento celular e como meio para difusdo de fatores de crescimento®
99 Rafijah et al. ""® demonstraram em um modelo animal em ratos que
defeitos de 10 mm em nervo ciatico reconstruidos com conduto de colageno
ou com conduto de colageno preenchido com cola de fibrina ndo diferiam

nos resultados, tanto na avaliagao histolégica de regeneragao neural quanto

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

0

descricido de Kalbermatten et al. ®°, e seu uso como conduto para

reconstrugcdo de nervo periférico em modelo experimental de nervo ciatico

%2 com os resultados

em ratos foi testado e publicado por Longo et al.
parciais obtidos nesta pesquisa. O conduto de fibrina se mostrou eficaz na
regeneragdo do nervo ciatico, porém com resultados inferiores ao
autoenxerto.

No presente estudo, observou-se que o conduto de fibrina apés 12
semanas estava totalmente absorvido e no lugar se encontrava um tecido
neoformado, esbranquicado, neovascularizado, compativel com o nervo
regenerado, ligando os cotos proximal e distal do nervo.

Kalbermatten et al.®® demonstraram que o conduto de fibrina
permanece presente e viavel por 2 semanas apds a insergao cirurgica,
tempo suficiente para o crescimento nervoso proposto para esse
experimento. Essa observagao de que no lugar do conduto encontrava-se o
tecido nervoso neoformado nos permitiu inferir que o conduto foi eficaz na
orientagdo do crescimento do cone axonal em dire¢cdo ao coto distal,
macroscopicamente.

No nosso estudo, a reconstrugdo com conduto de fibrina proporcionou
59% da densidade axonal comparada ao tratamento com autoenxerto
(100%). Pettersson et al. *' demonstraram, em modelo experimental de 10
mm de defeito no nervo ciatico, que o conduto de fibrina proporciona

regeneragao de 50 a 60% das fibras sensoriais € motoras em comparagéao

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 reconstrugdo de
nervo periférico nesse modelo de estudo.

Na confecgdo dos condutos de fibrina, apds a polimerizagao da cola,
algumas irregularidades na parede do conduto foram encontradas. Os
condutos com grandes irregularidades foram descartados. Os condutos mais
homogéneos foram selecionados. Pequenas irregularidades foram
cuidadosamente cortadas com tesoura microcirurgica até que o conduto
ficasse com 14 mm de comprimento € com uma parede de espessura
regular. Algumas pequenas variagdes na espessura do conduto nao
comprometeram o resultado da reconstrugao, visto que, apos 12 semanas,
os condutos estavam reabsorvidos e o nervo regenerado.

A taxa de degradacao da cola de fibrina depende da acgao fibrinolitica
da area transplantada, da espessura da camada de fibrina e do conteudo de
plasminogénio. Produtos comerciais, como Tissucol®, contém um agente
antifibrinolitico (aprotinina) que impede ou retarda a degradacdo do
coagulo®®. E provado que concentragdes de aprotinina de 3.000 KIU ou
menos tém agao protetora no coagulo. Experimentos com cola de fibrina
realizados sem a presenga de um agente antifibrinolitico mostraram que o
coagulo fica menos resistente a agdo fibrinolitica'°.

Tabata et al.”*' relataram que coagulos de fibrina colocados no
subcutédneo ou dentro do peritbnio foram progressivamente cobertos com
uma camada fina de tecido conjuntivo em ratos. Os coagulos diminuiram seu

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

21 Segundo Kalbermatten et al.?®, em um modelo

respectivamente
experimental em ratos, apds 2 semanas, um conduto de fibrina de 1 mm de
espessura construido com Tissucol/Tisseel® teve sua parede parcialmente
reabsorvida e manteve 80% do diametro interno do conduto, tempo
suficiente para o crescimento do nervo regenerado proposto para esse
experimento com 10 mm de defeito do nervo ciatico. Estudos mostraram que
os ax6nios podem atravessar um defeito de 10 mm em até 14 dias, ao passo
que o conduto analisado necessita do dobro de tempo para ser
reabsorvido® 1?2,

O fato de o conduto de fibrina estar totalmente reabsorvido em 12
semanas pode limitar seu uso clinico para defeitos maiores em humanos.
Porém, as caracteristicas da fibrina de ser um bom material para aderéncia,
migracao e crescimento celular elegem-na como componente interessante
para confecgao de um conduto de maior durabilidade.

A cola de fibrina pode ser produzida com plasma autélogo ou fabricada
com plasma alégeno. A cola usada neste estudo foi uma formulagao
comercial (Tissucol®; Baxter SA, Volketswil, Switzerland), feita a partir de
plasma humano homdlogo.

Inferimos que o fato de os derivados da cola serem humanos né&o
interfere nos resultados, visto que grande numero de trabalhos publicados
na literatura foi feito usando formulacbes comerciais a partir de plasma

humano, e os resultados nao foram alterados por causa desse fato®®%% 78 119

121
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As colas de fibrina comerciais sdo obtidas por métodos de purificagao e
retirada dos fatores de coagulacdo do plasma humano. Por esse motivo,
deve ser considerado no seu uso um potencial risco de transmissao viral,
fato inerente a qualquer derivado de sangue humano. No processo de
producao da cola sao adotados métodos de inativagao viral (no caso do
Tissucol® — duas etapas de esterilizagdo a vapor); além disso, o produto
passa por uma esterilizagdo adicional (radiagdo UV) no final do processo.
Apesar de ser necessario levar em consideragdo um potencial risco de
transmissao viral no uso de colas de fibrina comerciais (derivadas de plasma
alégeno no caso de uso humano), ndo existem relatos na literatura de
transmissao viral no uso desse produto. Além disso, esses produtos sao
aprovados pela Food and Drug Administration dos Estados Unidos (US-FDA)
120 & pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) do Ministério da
Saude do Brasil.

Atualmente, a literatura especializada aceita como critérios minimos
para caracterizacdo de células em cultura como células-tronco

mesenquimais presentes no tecido adiposo®: & 79 93 98, 123, 124

que (a) as
células sejam plastico-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.9%%; (c) serem capazes de se diferenciar em pelo menos 2

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

adipogénica ou condrogénica.
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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 expansdes ocorreram como previsto
(Resultado, item 4.1).

Na analise por citometria de fluxo, foram positivas para os marcadores
de CD29 e CD44 e negativas para CD31 e CD45, resultados compativeis
com publicacdes prévias®®® 12 Segundo Locke et al.®, em sua revisdo de
literatura, os marcadores CD29 e CD44 sao consistentemente expressados
em ADSCs, assim como os marcadores de superficies CD31 (linhagem
endotelial) e CD45 (linhagem  hematopoiética/leucocitica) sao
consistentemente ndo expressados pelas ADSCs. Esses resultados
asseguram que as celulas usadas neste experimento sdo 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 coloragdo padrdoes descritos (método
3.4.2). Para marcar as células osteogénicas, o corante Alizarin Red O foi
usado (Figura 12C e D). Ele € amplamente usado na literatura e cora os
depodsitos de calcio produzidos pelo osteoblastos e pelas células-tronco
osteogénicas'? 1%°,

Ramirez-Zacarias et al. '*" descreveram que o corante Oil Red O é
capaz de corar depdsitos de lipideos no citoplasma de células. Desde entéo,
esse corante é usado em muitos protocolos para marcagao das ADSC

diferenciadas em células adipogénicas (Figura 11C e D)% % 123.128
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A massa corporal dos ratos foi semelhante e ndo houve diferenca
estatistica tanto no pré-operatério quanto na afericdo com 12 semanas de
pos-operatorio.

O teste da marcha (walking track analisys) € exame consagrado e
reproduzivel para avaliagao funcional da regeneragao de nervos periféricos,
com alta relevancia de resultados, pois, na pratica clinica, o que se busca é
a recuperacao funcional do membro lesado.

Durante o estudo ocorreram 3 casos de automutilagdo, sendo 1 animal
de cada grupo, o que impossibilitou a realizacdo do exame do Walking Track
nesses animais. A exclusdo desses animais nao causou modificacdo
estatistica nos resultados. O nervo ciatico é responsavel tanto pela fungao
motora quanto pela sensibilidade da pata dos animais. A sua secgao
completa causa anestesia total dessa regido, o que pode ocasionar
autofagia. Quando ocorre automutilagdo do animal apds a cirurgia, esse
exame, nesses casos, se mostra limitado.

Como esperado, os valores basais (pré-operatérios) do IFC entre os 3
grupos foram semelhantes estatisticamente. Isso demonstrou que os ratos
dos 3 grupos ndo apresentavam nenhuma alteracdo na marcha antes do
inicio do experimento. Observamos que, com 4 semanas de pds-operatorio,
0s animais de todos os grupos apresentaram piora substancial do IFC, em
decorréncia de lesdo do nervo ciatico. Os valores obtidos nos 3 grupos ainda
eram estatisticamente semelhantes.

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

que representa a recuperacao 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 intermediario aos dois
grupos, porém sem diferenca estatisticamente significativa para grupo
Autoenxerto. Os valores do IFC dos grupos Autoenxerto e ADSC foram
significativamente maiores que o grupo Conduto, demonstrando que a
adicao de células-tronco mesenquimais ao conduto de fibrina proporcionou
melhora na regeneracgao do nervo ciatico em comparagao a auséncia dessas
células. Interessante ressaltar que, se o modelo experimental fosse de
menos de 12 semanas, seria possivel concluir que os resultados dos grupos
Autoenxerto e ADSC eram iguais, fato que ndo se manteve nas avaliacbes
com 12 semanas. Isso demonstra mais uma vez a importancia de o modelo
experimental de nervo ciatico ter um periodo maior de observagao.

Com 12 semanas de poés-operatorio, todos os grupos mantiveram a
melhora nos resultados do IFC, demonstrando que todos os grupos
operados estavam em recuperacado funcional apés lesdo e reparagao do
nervo ciatico. Nesse momento, os valores de IFC do grupo Autoenxerto
eram os melhores, seguidos pelo grupo ADSC e com a pior recuperagao 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 padrao
(grupo Autoenxerto) como 100%, pode-se dizer que o grupo Conduto obteve

uma recuperacgao proporcional de 72% da obtida pelo tratamento padrao, e o
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grupo ADSC 83%. Isso demonstra que a adicdo de ADSC potencializou a
recuperacao funcional nos ratos tratados com ela, mas ainda assim essa
melhora nao foi suficiente para obter resultados semelhantes ao grupo
Autoenxerto. Nao existem dados na literatura comparando reconstrugdo com
conduto de fibrina acrescido de ADSC com reconstru¢ao com autoenxerto
para confrontarmos nossos resultados.

Foram avaliados resultados de IFC par a par em relagdo ao tempo.
Nessas avaliagdes, 0 par que mais nos interessa estudar é a comparagao
entre o momento pré-operatério e a recuperagao com 12 semanas. Nenhum
dos 3 grupos atingiu resultados, com 12 semanas, que fossem
estatisticamente proximos aos valores pré-operatérios, nem mesmo 0 grupo
Autoenxerto, que mostrou a melhor recuperagao funcional (IFC = -35,60%).
Isso demonstra que mesmo o melhor tratamento disponivel hoje ainda esta
aquém do ideal. Idealmente, um tratamento padrao-ouro deveria obter uma
recuperagao 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 musculo triceps sural € usado para estimar o grau de
recuperacao da massa muscular apos a atrofia causada pela desnervagao
transitéria’®. Atualmente, em vez de se usar o valor absoluto do peso do
musculo, que pode sofrer interferéncia pela diferenca de massa corporal
entre os integrantes dos grupos, tem-se optado pela relagado entre peso do
musculo do lado lesado e do lado ndo operado'®. 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 comparacao. Ainda assim, porém, é
mais adequado avaliar o indice de peso porque, para comparagao com
outros trabalhos da literatura, o valor do indice € mais confiavel, ja que ele
exclui o viés das diferentes massas corporais dos ratos nos diferentes
trabalhos.

No grupo Conduto, o peso do musculo lesado correspondeu a 41% do
peso do lado ndo operado; no grupo ADSC, esse valor foi de 53% e, no
grupo Autoenxerto, foi de 71%. Isso demonstra menor atrofia do musculo
triceps lesado no grupo Autoenxerto. O grupo ADSC mostrou resultados
intermediarios, assim como os obtidos no teste da marcha.

O percentual de recuperacgéao relativa do grupo Conduto foi 58% e do
grupo ADSC 75% comparado ao tratamento padrdo (grupo Autoenxerto =
100%). Nao existem dados na literatura comparando a reconstrugao com
conduto de fibrina acrescido de ADSC com a reconstrucdo com autoenxerto
para confrontacao de resultados.

A andlise histomorfométrica desse trabalho avaliou densidades axonais
e didmetros das secgdes transversas das fibras nervosas. Alguns autores,

9

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

numero total de fibras nos cortes transversos; outros, como Hayashi et al. '*°

e Salles et al. '®

, analisaram, além da contagem do numero de fibras
reinervadas, a medida do didmetro das fibras mielinizadas, como fizemos
neste trabalho.

As amostras histolégicas foram coletadas nos fragmentos do nervo

ciatico distais ao sitio cirurgico apdés 12 semanas de evolugdo. Coletamos o
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fragmento de nervo distal ao sitio cirurgico, € ndo no segmento central do
conduto ou enxerto, porque nem todas as fibras que crescem no conduto ou
mesmo no enxerto alcancam o segmento distal do nervo e,
consequentemente, o 6rgao-alvo. Desse modo, ao analisar a densidade
axonal na porgao distal do nervo ciatico, tem-se uma avaliagdo mais
fidedigna das fibras que realmente reinervaram o 6rgao-alvo, excluindo da
analise os brotos axonais, que sdo mais numerosos no coto proximal do
nervo.

O tempo de 12 semanas de observacao pds-operatoria para avaliagao
histolégica do fragmento distal de nervo ciatico também se mostra mais

adequado. Ahmed et al.™'

relata que, apds 6 semanas, havia poucas fibras
nervosas regeneradas no coto distal do nervo ciatico em ratos em modelo de
10 mm de lesdo e que, apdés 12 semanas, sua presenga era facilmente

1.3 usaram veia como conduto.

verificada. Nesse estudo, Ahmed et a

Tuma et al. *® avaliaram modelo animal com lesdo de nervo ciatico de
5 mm tratado com enxertia do proprio 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 10°/um?). No grupo Aloenxerto, esse aumento da densidade axonal
entre 6 e 12 semanas chegou as 267% (de 3,1 para 11,4 x 10%/um?). Esses

resultados, apesar do modelo ser de 5 mm, reforcam a importadncia da

avaliagao com 12 semanas.
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A presenca 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 observacao € valida porque, apds os brotos axonais atingirem o
coto distal do nervo, crescem seguindo os canais endoneurais até o 6rgao-
alvo®. Os brotos axonais que estdo presentes fora dos fasciculos podem até
alcangar o 6rgao-alvo, mas a chance de reinervagao € menor porque esses
axbnios fora dos canais endoneurais teriam mais dificuldade de reinervar o
orgao-alvo.

A presenca de menor escape axonal fascicular na porgcado 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 fasciculos do
enxerto com os fasciculos do coto distal, houve uma dispersao menor de
brotos axonais para fora dos fasciculos. Se a coleta das amostras
histolégicas fosse feita no meio do conduto/enxerto, esse resultado
provavelmente seria diferente. A importancia dos fasciculos do nervo e seus
tubos endoneurais na regeneragao nervosa foi amplamente investigada na
literatura 3" 1341%

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 alcangaram o segmento distal do

nervo. O fato de a luz do conduto ser de 2 mm e o didmetro 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 6rgao alvo e,
consequentemente, voltam a conduzir impulsos nervosos vao recebendo
camadas de mielina depositadas pelas células de Schwann e
gradativamente vdo aumentado e restaurando o diametro das fibras® 1% 2.
Assim, a avaliacao do diametro das fibras também ¢ justificada e se torna
um fator importante de avaliagao histologica.

Observamos que, no grupo Autoenxerto, o didmetro médio de fibras
era maior que nos dois grupos, fato condizente com os melhores resultados
funcionais. O grupo ADSC teve valor intermediario, porém sem diferenca
estatisticamente significativa ao grupo Conduto.

A densidade axonal foi medida dentro dos fasciculos do coto distal do
nervo ciatico para avaliar o numero de fibras reinervadas. Em nosso estudo,
a reconstrucdo com conduto de fibrina (grupo Conduto) mostrou densidade
axonal relativa de 59% quando comparada ao tratamento padrdo (grupo
Autoenxerto = 100%); no grupo ADSC, ocorreu densidade axonal relativa de
87,5%. Pettersson et al. °* demonstraram, em modelo experimental de 10
mm de defeito no nervo ciatico, que o conduto de fibrina proporciona
regeneragao de 50 a 60% das fibras sensoriais € motoras em comparagéao
com o autoenxerto de nervo, corroborando com nossos achados. Porém,
nao existem dados na literatura comparando a reconstrucdo com conduto de

fibrina acrescido de ADSC a reconstrugao com autoenxerto.
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Quanto as médias dos diametros das fibras nervosas, o grupo
Autoenxerto apresentou as maiores meédias das areas, sendo
estatisticamente significativas aos outros dois grupos. O grupo ADSC teve
média das areas maior, porém, sem diferenca estatisticamente significativa
ao grupo Conduto. Em nossos achados, a densidade axonal do grupo ADSC
foi 47% maior que do grupo Conduto; ja a média dos didmetros foi 24%
maior, porém sem significancia estatistica.

Ao analisarmos os resultados obtidos nesse estudo e compara-los,
quando possivel, com a literatura indexada, acreditamos que o conduto de
fibrina pode ser usado como material para confec¢ao de um substituto de
nervo, apesar de demonstrar resultados inferiores ao autoenxerto no que diz
respeito a recuperacao funcional.

Existem poucos trabalhos na literatura de regeneragao neural com
conduto de fibrina e ndo ha nenhum trabalho que compare conduto de fibrina
com ADSC e o tratamento padrao com autoenxerto.

Se consideramos o resultado do teste da marcha com 12 semanas do
tratamento padrao (grupo Autoenxerto) como 100%, pode-se dizer que o
grupo Conduto obteve recuperagao proporcional de 72% da obtida pelo
tratamento padréao, e o grupo ADSC 83%.

Na avaliacdo do peso do musculo triceps sural, que também é um teste
funcional, o percentual de recuperagéo relativa do grupo Conduto foi de 58%
e do grupo ADSC de 75% comparado ao tratamento padréo (grupo

Autoenxerto = 100%).
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No nosso estudo, a reconstrugdo com conduto de fibrina (grupo
Conduto) proporcionou uma densidade axonal relativa de 59% quando
comparada ao tratamento padrdo (grupo Autoenxerto = 100%). O grupo
ADSC apresentou uma densidade axonal relativa de 87,5%.

Comparando-se as diferentes avaliagbes realizadas neste trabalho,
pode-se notar uma relagdo entre os resultados. Para tal comparagao
relativa, usamos arbitrariamente os resultados alcangados pela reconstrugao
padrao com autoenxerto como 100% e comparamos com 0s outros dois
grupos. Pode-se verificar que a recuperagao relativa proporcionada pela
reconstrugdo somente com o conduto de fibrina foi entre 58 e 72%, ao passo
que tal recuperagao quando se adicionou as células-tronco mesenquimais
ficou entre 75 e 88%. Comparando par a par a recuperagao relativa entre
grupo Conduto e ADSC, a melhora proporcionada pela adicao das ADSC foi
entre 15 e 47%, dependendo do tipo de avaliagdo, sendo uma melhora de
15% no teste da marcha, 30% no peso do musculo triceps e de 47% no
aumento da densidade axonal.

Essas avaliagbes demonstraram que a adicdo das ADSCs foi efetiva
em melhorar os resultados da reconstrugdo com conduto de fibrina, porém
ainda nao suficiente para igualar com o tratamento padrao atual.

Outros condutos devem ser testados em combinacido com ADSC e/ou
adicao de outros componentes, como fatores de crescimento ou drogas
sistémicas, para desenvolver uma alternativa que proporcione resultados
que sejam iguais ou mesmo superiores aos do autoenxerto de nervo

periférico.
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6 CONCLUSOES

A adicdo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
(ADSC) em conduto de fibrina na regeneragcao de nervo periférico, em
modelo experimental de ratos, mostrou recuperagao funcional e regeneragao
histolégica estatisticamente mais significativa, porém ainda aquém dos
resultados obtidos com enxertia de nervo autdgeno.

Pudemos também concluir que o conduto de fibrina se mostrou eficaz
como conduto para regeneragdo de nervo periférico neste modelo

experimental.
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PUBLICACAO

COMPARISONS OF THE RESULTS OF PERIPHERAL NERVE
DEFECT REPAIR WITH FIBRIN CONDUIT AND AUTOLOGOUS
NERVE GRAFT: AN EXPERIMENTAL STUDY IN RATS

MARCO VINICIUS LOSSO LONGO, M.D., JOSE CARLOS MARQUES DE FARIA, M.D., Ph.D.,* CESAR ISAAC, M.D., Ph.D.,
ANDRE COELHO NEPOMUCENO, M.D., NUBERTO HOPFGARTNER TEIXEIRA, M.D., and ROLF GEMPERLI, M.D., Ph.D.

Introguction: The standard treatment for nerve defects is narve autograft. There is no conduit available that provides the same reganera-
tive capacity of nerve autograft. This study evaluated the histological and functional recovery of nerve defects treated with fibin conduit in
comparison to the nerve autograft, in a rat model. Method: A sciatic nerve injury modsl (10-mm defect) was performed in 20 Wistar rats,
nerve defect was reconstructed using a fibrin conduit (2= 10). A nerve autograft was used as control (n= 10). The walking behavior was
measured by footprint analysis at 4, 8, and 12 weeks and sciatic function index was determined. After 12 weeks, histological analysis was
performed to evaluate the regenerated nerve and measured axonal density. The friceps surae muscle weight was also evaluated.
Aesulis: The fibrin conduit group showed less improvement in walking behavior compared to nerve autograft (532 vs. ~36 - 2;
F <0001 at 12 weeks). The fibrin conduit group presented axonal density of 40.0 axons/10.995umz2 and the nerve autograft group had
67.2 axonsM10.935um2 (P< 0.001). The triceps surae muscle weight ratio of the fibrin conduit group was 41 © 3% versus 71 = 4% of the
nerve autograft group (F=0.001). Conclusion: The fibrin conduit could be used for nerve reconstruction following peripheral nerve injury
in the rat madel. However, the functional recovery in the fibrin conduit repair group was worse than that in nerve autograft group and the
nerve repair with the fibrin conduit has less mysalinated fibers when compared to the repair with nerve autograft. © 2015 Wiley Periodicals,

Inc. Microsurgery 00:000-000, 2015.

Pcripheral nerve lesions are a significant public health
issue, and each year they affect thousands of people
worldwide. These deficiencies result in functional deficits
that can have impacts on individual work capacity and
daily routines, and lead to pressure-induced ulcerative
lesions.! The treatment of these nerve lesions is achieved
by reconstruction of the damaged peripheral nerve in an
attempt to recover the functional loss.”

Various techniques exist for reconstructing a damaged
nerve, The standard treatment for defects that cannot be
approached primarily consists of the use of an autologous
nerve graft.” Despile significant advances in surgical
techniques, the functional recovery still does not lead o
satisfactory results. Furthermore, the extraction of autolo-
gous nerves requires an additional surgical site, which
can result in a neurological deficit.' and there are fre-
quent reports of neuropathic pam,s A size mismatch
between the graft and the injured nerve sometimes
oceurs, which can interfere with the surgical technique
and compromise the results.

Several techniques and materials have been tested as
an alternative 1o autologous nerve grafts.® One alternative
is the use of allografts, which have shown promising
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results.” Another option is the use of conduits. Autoge-
nous conduits made from veins or arteries have been
evaluated. but they did not demenstrate any benefits and
exhibited the same donor area morbidity problems. 0.

Conduits made from non-absorbable materials such as
silicone, polytetrafluoroethylene (PTFE), and polypyrrole
(PPy) can be used and have proved to be efficient. How-
ever, it has been observed that compression syndromes
often occur due to the non-degradable nature of the
material.'™"* Synthetic conduits built from absorbable
materials  such as  polyglycolic  acid and  poly-3-
hydroxybutyrate {(PHB) have also been tested and had
results similar to those of the standard autograft treat-
ment.!*'* However, there is still no biological or syn-
thetic conduit available for clinical use that has the same
regenerative capacity as an autologous nerve graft.

Fibrin glue, widely used in medicine'® and proven to
be safe and biocompatible, is used to obtain hemostasis
in difficult situations.!” It is also used in nerve coaptation
with good results."® * In addition, fibrin is used to carry
growth factor for improving nerve n:f,m:nz:ratiml.Il It has
a relatively rapid resorption, and displays a good surface
for cell adhesion and differentiation.” ™

Due to these unique characteristics, the development
and study of a fibrin conduit has sparked interest in the
scientific community. Kalbermatten et al.® demonstrated
that the fibrin conduit provides increased axonal growth
compared to a PHB conduit. Pettersson et al™ showed
that fibrin conduit provided for the regeneration of up to
86% myelinated axons when compared with a nerve graft
in an experimental model. However, these studies have
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Figure 1. A: Fabrication of the fibrin conduit using TissucoliTissef® (Baxter SA, Volkelswil, Switzerfand) in a specially fabricated compactor
with a silicone inlay. B: Conduit ready for use, C: 14-mm length of fibrin conduft; and (D) 2-mm lumen of the fibrin condult.

not evaluated the functional recovery, which in medical
practice is the factor of greatest interest.

In this experimental study in rats, we performed a
comparison between a fibrin conduit reconstruction and
the standard autologous nerve graft treatment. In addition
to a histological evaluation, we assessed the degree of
functional recovery by a gait assessment.”* !

MATERIALS AND METHODS

The experiment was performed in 20 male Wistar
rats (Rattus norvegicus albinus, Rodentia  mammalia),
aged 8-10 weeks old and weighing between 250 and
350 g. The Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) Ethical Principles of Animal Experimentation
and Federal Law 6638 {1979) were adhered to as stand-
ards. This study was approved by the Ethical and

Microsurgery DO1 10.1002/micr

Research Committee of the USP [University of Sio
Paulo] Faculty of Medicine under number 269/11.

Conduit Preparation

The fibrin conduits were prepared using a two-
component fibrin sealant (TISSUCOL/TISSEEL®; Baxter
SA, Volketswil, Switzerland) to fill a prefabricated sili-
cone mold, which was screw-pressed (Figs. 1A and 1B).
The glue contained 70-110 mg/ml. fibrinogen, 2-9 mg/
ml. plasma fibronectin, 11 Ul/ml. factor XITI, 40-120
pg/ml. plasminogen, 3,000 KTU/ml. apoprotinin solution,
500 TU/ml. thrombin, and 40 mmol/. calcium chloride.

The conduit was molded around a 2-mun diameter
stainless steel rod embedded in the silicone mold, result-
ing in a l4-mm long tube with a 2-mm lumen and 1-mm
wall thickness (Figs. 1C and 1D}.** The conduits were
built under sterile conditions, and the sealant was mixed
in accordance with the manufacturer instructions.



Figure 2. Fibrin conduit at the time of the procedure.

Experimental Groups and Surgical Procedures

The animals were weighed and placed under a gen-
eral anesthetic through the intraperitoneal administration
of pentobarbital (3040 mg/kg). The surgical procedure
was performed under aseptic conditions.

The procedure was performed under microscopic
magnification (OPMi6 Surgical Microscope, Zeiss, Ger-
many). The sciatic nerve was exposed through a transver-
sal incision at the base of the right thigh and blunt
dissection between the gluteal muscles and  femoral
biceps. The animals were divided into two groups. In the
nerve autograft group (n= 10), a section was performed
on a 10 mm segment of the sciatic nerve. This segment
was inverted and re-sutured with four interrupted 10.0
nylon epineural sutures {Ethicon; Johnson & Johnson SA,
New Brunswick, NJ). In the fibrin conduit group
(n=10), the nerve defect was bridged using a [4-mm-
long fibrin glue conduit, entubulating 2 mm of the nerve
stump at each side. Four 10.0 nylon sutures between the
epineurium and the conduit were used to anchor the con-
duit to the epineurum at proximal and distal ends (Fig.
2). These four sutures also controlled the tension and
correct rotational alignment of the nerve. The animals
were maintained for 12 weeks, during which gail assess-
ments were performed, and then euthanized for histologi-
cal studies.

Functional Evaluation

The functional evaluation of the rat sciatic nerve
regeneration was performed with the walking-track (WT)
analysis. The animals in all study subgroups were pre-
trained, and a WT analysis was performed prior to the
surgical procedure to calculate the baseline sciatic func-
tion index (SFI) values, and at 4, 8, and 12 weeks after
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surgery. Briefly, the hind paws were printed on white
paper and measured in millimeters for print length (PL),
toe spread (TS), and intermediate toe spread (IT) on the
injured (E, experimental) and uninjured (N, normal)
sides. The examiner performed the tests without knowing
o which group each animal belonged (blinded). Func-
tonal recovery was evaluated by a foot print test and the
SFI was calculated using the formula
SFI = —38.3-(EPL — NPL)/NPL + 109.5-(ETS — NTS})/
NTS + 13.3-(EIT — NIT)/NIT — 18.8.7%°

Histological Evaluation

After the last WT analysis, the rats were cuthanized
by a lethal dose of anesthetic administered intraperitone-
ally. The 5-mm long sciatic nerve segments were col-
lected 5-mm distally to the surgical site and fixed by
immersion in a 3% glotaraldehyde solution. The seg-
ments were then gradvally dehydrated, first in increasing
concentrations of ethyl alcohol (70, 80, 90, and 95 proof,
and absolute 1, 2, 3, and 4), and then followed by a 50%
absolute ethyl alcohol and 50% xylol mixture. Finally,
the sections were cleared in xylol 1, 2, and 3 and embed-
ded in paraffin. The material was cut into 2-pum thick
cross-sections and stained by the Masson trichrome
method  for  histomorphometric  analysis.  Six
sections were cut from each nerve.

Image-Pro Plus software, version 7.0 (Media Cyber-
neticsP, USA), was used 1o analyze the axonal density,
obtained by counting the number of regenerated axons
per square micrometer. The regenerated myelinated axons
were counted in 12 random standardized arca of 10.995
pum?2 for each nerve. The value of axonal density adopted
as result was the mean of 12 random areas counted and
it was expressed in regenerated myelinated axons/10.995
pm,

CToss-

Triceps Surae Muscle Weight

After harvesting the nerve for the histological analy-
sis, the triceps surae muscles of the experimental and
control sides were dissected for weighing. The muscles
were weighed without tendon on a high-precision bal-
ance.*" A conserved muscle-mass ratio was recorded for
each animal by dividing the muscle mass on the experi-
mental side by that on the control side. This allowed for
a comparison between the groups for the degree of
muscle-mass recovery following the atrophy caused by
the transient denervation.*

Statistical Analysis

Data are expressed as the mean * standard deviation.
The Mann-Whitney U test was used to compare the two
groups. For the comparison of the groups during the
evaluations (pre-op, 4, 8, and 12 weeks), an analysis of

Micrasurgery DO 10.1002/micr
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Table 1. Sciatic Function Index (SFI)

Nerve autograft Fibrin conduit

Weeks group group FPvalues
Pre-oparative -6.81+30 —6.84 345 0.971
4 -74.64 =525 -79.08 =4.38 0.315
8 52.84 £ 4.26 61.57 £2.10 <0.001*
12 —35.59 = 1.86 —53.26 + 2.68 =0.001"*

"Stalishically sigrificant.

Figure 3. Twelve weeks after the procedure. Nole the replacement
of the conduit by newly formed tissue in the fibrin conduit group.

variance for repeated measures was uwsed. A P values
<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

All animals tolerated the procedures, and no losses
{deaths) occurred. Two rats, one in the control group and
one in the experimental group, were observed to self-
mutilate the operated limb, preventing them from per-
forming the walking test. There were no cases of severe
contracture or scarring of the limbs that prevented to per-
form functional tests.

Functional Evaluation
Table 1 {(P=0.001) shows the SFI wvalues for the

evaluations at the different time points. In the fibrin con-
duit group, a gradual recovery was observed on the test
after 4, &, and 12 weeks, but it was less than that in the
nerve autograft group. Statistically significant differences
were observed between groups after 8 weeks (P < 0.001)
After 12 weeks, the fibrin conduit group reached 74% of
the functional recovery achieved by the nerve autograft
group.

Micrasurgery DO 10.1002/micr
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Figure 4. Masson trichrome-stained myelinated axons (light micro-
scope 400 ). Black arrows point to myelinated nerve fibers that
were re-innetvated.

Histological Evaluation

In gross observation, a complete re-absorption of the
fibrin conduit was verified 12 weeks following the proce-
dure, and a newly formed tissue connecting the proximal
and distal nerve stumps that was whitish, neovascular-
ized, and compatible with regenerated nerve was
observed at the site (Fig. 3). There were no cases of neu-
roma formation or an absence of regenerated tissue con-
necting the proximal and distal nerve stumps.
Physiological scar tissue in the surgical area was
observed, which was dissected to obtain the nerve frag-
ments used for histological analysis.

Fibrin conduit group had 40.00 =3.13 regenerated
myelinated axons/10.995 pm2 and nerve autograft group
had 67.20 =249 regenerated myelinated axons/10.995
um2 (Fig. 4). These measurements were statistically dif-
ferent between groups (£ < 0.001). The fibrin conduit
group reached 539.7% of the axonal density achieved by
the nerve auntograft group, regarded as 100%.

Triceps Surae Muscle Weight

The muscle-mass ratio of the sural triceps was
assessed. In the study group, the wiceps surac muscle
weight on the injured side reached 41 = 3% of that on
the non-injured side, while the control group reached
71 = 4%. These measurements were statistically different
between groups (F <<0.001). Proportionally, the fibrin
conduit group reached 58% of the recovery reached by
the nerve autograft group.

DISCUSSION

The search for an ideal nerve conduit has been the
subject of many studies, and fibrin has attracted attention



in recent years as a material for constructing these con-
duits. Kalbermatten et al.”* demonstrated that fibrin con-
present, (partially resorbed), with an
approximate 20% reduction in their diameter 2 weeks
after surgical insertion, the time sufficient for nerve
growth proposed in this experiment. We found that after
12 weeks, the conduit was completely absorbed and
newly formed tissue connecting the proximal and distal
nerve stumps (compatible with a regenerated nerve) had
replaced it (Fig. 4). This observation demonstrates that
the conduit was effective at guiding the axonal growth
cone toward the distal stump, in gross observation

Gait assessment (WT analysis) is a reproducible and
reliable  examination for the functional evaluation of
peripheral nerve regeneration. This technique evaluates
objectively and mathematically the gait of an animal by
calculating the SFL. Our observations showed that the
recovery afforded by the fibrin conduit reached 74% of
that achieved by the nerve autograft treatment. Both
groups displayed a gradual improvement over time, but the
improvement was always better in the nerve-graft group.
Although the axonal density achieved by the fibrin conduit
was approximately 60%, the functional recovery reached
74% of that achieved by the nerve autograft treatment.

Pettersson et al.” showed in a 10-mm nerve defect
madel of fibrin conduits results in the regeneration of
50-60% of sensory and motor fibers in comparison with
nerve grafts. In our study, reconstruction with fibrin con-
duits attained 59% of the axonal density achieved using
nerve autograft treatment (100%), in agreement with the
results of Pettersson et al. Histologically, although it was
inferior to the nerve autograft, the fibrin conduit was also
effective for peripheral nerve reconstruction in the study
model.

Pettersson et al.>® did not perform functional tests to
establish clinical recovery. We performed these func-
tional tests (WT analysis) with the use of fibrin conduit
in humans in mind. Given that a histological analysis to
evaluate nerve regeneration is not possible in humans,
this correlation between histological results and func-
tional regeneration is important.

The weight of the triceps surae muscle was used to
estimate the degree of muscle-mass recovery following
the atrophy caused by the transient denervation.* Instead
of using the absolute muscle-weight value, which may be
ineffective due to differences in body mass between the
group members, we used the muscle-mass ratio instead,
which was calculated by dividing the experimental side
by the control side.®® In the fibrin conduit group, the
muscle-mass ratio was 41%; it was 71% in the nerve
autograft group. This fact demonstrates a greater degree
of atrophied-muscle recovery in the control group. Pro-
portionally, the recovery in the fibrin conduit group was
58% of that of the nerve autograft group. This result is

duits  are  still
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consistent with the values obtained in the histological
examinations and gait assessment.

The commercial fibrin sealant used in this study (Tis-
sucol/Tisseel®) is made from homologous human plasma.
There is accordingly a potential risk of viral transmission
that should be considered. Viral inactivation and steriliza-
tion are conducted in order to minimize that risk. Com-
mercial fibrin sealant products are approved by the Food
and Drug Administration (US-FDA) and there have been
no reports of viral transmission from commercial fibrin
sealant products in the literature **

The fibrin sealant degradation rate depends on the
fibrinolytic activity of the tissue (where it is used), the
thickness of the sealant layer, and the plasminogen con-
tent, Commercial fibrin sealant products (e.g., Tissucol/
Tisseel®) contain an antifibrinolitic agent (aprotinin} to
avoid clot degradation of the fibrin.*® Fibrin clots placed
subcutaneously or intraperitoneally were progressively
covered with a thin layer of connective ftissue in rats.
The weight of the clots decreased exponentially. The
half-lives of the subcutaneously and intraperitoneally
placed clots were reported to be 4.6 and 4.0 days, respec-
tivcl_\f.ﬂ After 2 weeks in the rat model, fibrin with a
wall thickness of 1 mm made with Tissucol/Tisseel® had
been partially resorbed with an approximate 20% reduc-
tion in the diameter of the conduit.”! Two weeks is suffi-
cient time for the nerve growth proposed in this
experiment (10 mm defect).

In this study, after polymerization of the fibrin gloe,
some minor irregularitics on the wall of the conduit were
found. We discarded conduits with major polymerization
irregularities and homogeneous conduits were selected
for usage. Small irregularities were gently cut with
microsurgical scissors, until the conduit was 14-mum long
and was characterized by a constant wall thickness.
Some small variations in conduit wall thickness will not
jeopardize the final result of the reconstruction, since all
rats operated on after 12 weeks showed that the conduit
had reabsorbed and that the nerve had regenerated.

The fibrin conduit was effective as a conduit for
peripheral nerve regeneration in this experimental model,
but the results achieved with an autologous nerve graft
(the standard treatment) were superior. The autologous
nerve graft exhibited better results in terms of nerve
regeneration  likely because of some specific features
such as the presence of viable resident-Schwann cells
that can assist and enhance the process of axonal
growth.*® Additionally, the nerve graft has natural nerv-
ous tissue extracellular matrix components that provide
an ideal tissue for new axon gn:nfvrh.qﬁ

To stimulate neuronal regeneration, cellular compo-
nents or growth factors could be added to the conduits to
improve the local environment, leading to better regener-
ation results and providing a recovery that more closely

Micrasurgery DOI 10.1002/micr
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mimics that achieved by nerve grafls,”"” In stodies with
homan cells, fibrin has been successfully used as a
matrix for the culture and transplantation of mesenchy-
mal stem cells.”>* These findings indicate that the fibrin
conduit could act as an excellent conduit for the packag-
ing of mesenchymal stem cells as a potentiating factor
for axonal rcgcucmlion,""‘ Our group is currently per-
forming an experiment with the addition of mesenchymal
stem cells derived from adipose tissue (ADSC) in the
fibrin conduit, and we hope to publish the first results
S001n.

There are some limitations in this study. For instance,
electromyography tests would enrich the study data.
However, these tests were not performed in this study. In
addition, only axonal density was examined in the histol-
ogy. Further investigations should be pursued incorporat-
ing electromyography tests along with more detailed
histological evaluations, such as nerve area, total axon
area, total myelin area, and myelin thickness.

CONCLUSIONS

The fibrin conduit could be used for nerve reconstruc-
tion following peripheral nerve injury in the rat model
However, the functional recovery in the fibrin conduit
repair group was worse than that in nerve autograft group
and the nerve repair with fibrin conduit has less myelin-
ated fibers when compared to the repair with nerve
autograft.
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