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RESUMO

Lemos SPS. Nervo alégeno conservado em glicerol na regeneracao de
nervos periféricos: Estudo experimental em ratos [dissertacéo]. S&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008. 106p.

O tratamento cirdrgico mais utilizado para a reparagdo das lesdes de
nervos periféricos com perda de substancia é através de auto-enxertia de
nervo. Essa técnica produz alteragdes na area doadora e muitas vezes néo
se dispde de tecido suficiente para grandes perdas de tecido neural. Desta
forma é necessaria a busca de novas técnicas, menos trauméaticas e mais
simples, visando eliminar a morbidade na é&rea doadora e prover a
guantidade necessaria de tecido para a regeneracdo neural. O objetivo
desse trabalho foi comparar, em ratos Wistar, o grau de regeneracao
neural, utilizando-se de andlise histoldgica e analise funcional, através de
interposicdo de enxerto autdogeno de nervo (Grupo A), veia autdégena
conservada em glicerol (Grupo B) e enxerto alégeno de nervo conservado
em glicerol (Grupo C) para correcédo de defeito de 5 mm de nervo fibular.
Quinze ratos machos da raga Wistar, com peso variando entre 200 e 300g,
e idade ao redor de oito semanas foram divididos em trés grupos de cinco
animais de acordo com o tratamento empregado. Para a coleta de
segmentos de nervos aldgenos, foram escolhidos cinco ratos da Raca
Sprague-Dawley, com sexo, idade e peso semelhantes ao da raca Wistar.
Os animais foram submetidos a avaliacdo funcional (“walking track

analysis”) imediata, com trés semanas e com seis semanas e sacrificados



para realizacdo dos estudos histolégicos com a coloracdo de tetroxido de
0smio. Na analise microscoépica das laminas, realizada, em todos 0s grupos
foram visualizados pequenos fasciculos contendo axénios mielinizados de
tamanhos variados e degeneracdo Walleriana em pequeno numero de
axonios. Nos grupos B (Veia autdogena conservada em glicerol) e C(Nervo
alégeno conservado em glicerol) o escape de fibras axonais mielinizadas
para fora dos limites do epineuro e o processo inflamatério local foram
menores que o do grupo A (Auto-enxertia). Em relacdo a avaliacao
funcional, onde foi utilizada a analise estatistica por meio do modelo de
analise de variancia com medidas repetidas e o de compara¢des multiplas
de Bonferroni (p<0.05), ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre as recuperacdes funcionais do nervo fibular independente do tipo de

reparacao utilizada em nenhum periodo avaliado.

Descritores:

1. Transplantes 2. Regeneracéo nervosa 3. Glicerol 4. Nervo Fibular 5. Ratos

Wistar 6. Cirurgia/ métodos



SUMMARY

Lemos SPS. Allogenous nerve preserved in glycerol in the regeneration of
peripheral nerves. Experimental study in rats [Master Thesis]. Séo Paulo,
University of Sdo Paulo Medical School, 2008. 106 p.

The most used surgical treatment of peripheral nerves for the repair of injuries
with loss of substance is using nerve autograft. This technique produces
alterations in the donor area and often not sufficient tissue is available for great
losses of neural tissue. Thus the need for new less traumatic and simpler
techniques is needed in order to eliminate morbidity in the donor area and to
provide the necessary amount of tissue for neural regeneration. The objective
of this study was to compare, in Wistar rats, the degree of neural regeneration,
using histological and functional analysis through interposition of autogenous
nerve graft (Group A), autogenous vein preserved in glycerol (Group B) and
allogenous graft preserved in glycerol (Group C) for the correction of a 5-mm
defect of fibular nerve. Fifteen male Wistar rats, weighing between 200 and 300
g and approximately 8 weeks old were divided into 3 groups of five animals
according to the used treatment. For the collection of autogenous nerve
segments 5 Sprague-Dawley rats were chosen, with similar sex and age as the
Wistar rats. The animals were submitted to immediate functional evaluation
(walking track analysis), at 3 and 6 weeks and sacrificed for histologic studies
using osmium tetroxide stain. On microscopic analysis of the slides, performed
in all groups, small fascicles containing myelinated axons of varied sizes and
wallerian degeneration in a small number of axons were visualized. In Groups
B (autogenous vein preserved in glycerol) and C (allogenous nerve preserved in
glycerol) escape of axonal myelinated fibers outside the limits of the epineurium
and the local inflammatory process were less than in Group A (autograft).
Regarding functional evaluation, where statistical analysis by variance analysis
using the models of repeated measures and that of Bonferroni’'s multiple

comparisons were used (p<0.05) there was no statistically significant difference



between functional recoveries of the fibular nerve independent of the type of

repair used in any evaluated period.

Descritors:

1. Transplants 2. Glycerol 3. Nerve regeneration 4. Peroneal Nerve 5. Rats,
Wistar 6. Surgery/ methods






INTRODUCAO

O tratamento cirdrgico mais utilizado atualmente para a reparacdo das
lesbes de nervos periféricos com perda de substancia é através da auto-
enxertia de nervo. Essa técnica consiste na interposicdo de um nervo autélogo
entre as extremidades proximal e distal do nervo lesado e tem como objetivo o
preenchimento do espago entre os cotos, promovendo a diminuigdo da tensao

nas linhas de sutura e a orientacdo para o avanco linear dos cones de

crescimento neurais.

A auto-enxertia além de ndo promover a recuperacao funcional total do
nervo lesado produz alteracbes na area doadora (Spector et al, 1993 e Brunelli
et al, 1994). Esses problemas associados a essa metodologia abrem caminho
para a busca de novas técnicas que sejam menos traumaticas, mais simples e
que possam eliminar os danos causados na area doadora e reduzir 0 tempo

cirargico.

Uma dessas alternativas foram o uso das camaras de tubulizagéo e o
emprego de outros substitutos para o reparo do nervo. Muitos materiais foram
estudados como forma de tubulizagéo, incluindo osso descalcificado (Gllck et
al, 1880), tubo de fascia (Kirk et al, 1915), tubos sintéticos (Lundborg et al 1981
e 1982, Garrity et al, 1955) e tubos reabsorviveis (Molander et al, 1983, Brunelli

et al, 1991, Costa, 2006).

Também se utilizou vasos como forma de tubulizacdo para reconstrucéo
neural. Foramitti (1904) foi o primeiro a realizar o reparo nervoso com enxerto

arterial seguido por Wrede (1909) que o fez por meio de enxerto venoso.



Wolff e Dienemann (1990) e Wolff et al (1993) demonstraram que 0s vasos
podem ser preservados em glicerol sem destruicdo de sua estrutura, o que

permite seu uso na microcirurgia vascular.

Cunha e costa (2007) demonstraram que veias autdgenas e alégenas
conservadas em glicerol podem ser utilizadas como substitutos na regeneracéo
neural, tendo resultados similares aos obtidos por auto-enxertia de nervo fibular

para lesbes de cinco mm em ratos Lewis.

Também foi comprovado por Wolff et al (1993) que o uso de enxertos
alogenos de nervo femoral conservados em glicerol para defeitos de 12 mm

mantiveram propriedades similares aos obtidos com os auto-enxertos.

Apesar dos trabalhos sobre o uso de tubulizacdo com vasos preservados
em glicerol como substitutos de auto-enxertos de nervo na literatura, pouco se
tém do uso de enxertos alogenos de nervos conservados em glicerol para

correcdo de defeitos neurais.

O objetivo deste trabalho foi comparar, em ratos, o grau de regeneragao
neural, utilizando-se de andlise histologica e analise funcional, através de
interposicdo de enxerto autdégeno de nervo, veia autégena e enxerto alégeno

conservados em glicerol na correcao de defeito de 5 mm de nervo fibular..

Para melhor entendimento da revisdo de literatura esta sera realizada em
trés partes: 1 — Histérico; 2 — Fisiologia da lesdo neural e sua reparacao; 3 —

Conservacao de tecidos em glicerol.



1 - Histoérico:

Galeno (460-370 a.c) foi o primeiro a relatar os efeitos da transeccéo de
nervos periféricos através de experimentos simples, observando decréscimo de
sensibilidade ou de motricidade ap6s seccionar alguns nervos de pequenos

animais.

Embora haja referéncias muito antigas a respeito do reparo de nervos
lesados (Paulus de Aegineta, século VIl d.c; Roger de Parma e William de
Saliceto, século Xl d.c), a rapida evolucdo do entendimento e também do

tratamento das lesdes nervosas iniciou-se nos séculos XIX e XX.

No fim do século 18, Galvani utilizando um microscopio 6ptico e através de
experimentos em animais, demonstrou a importante relacdo entre nervos,

contracao muscular e estimulo elétrico.

Bell e Purkinje seguiram elucidando a intima relacdo entre conexfes da
raiz espinhal e axbénios dos nervos periféricos. Waller fez uma descoberta
importante sobre a degeneracdo axonal apds lesdo nervosa (1850), o que

posteriormente ficou conhecido por Degeneracédo Walleriana.

Paralelamente a estas descobertas cientificas basicas, desenvolveu-se a
primeira sutura primaria bem sucedida de um nervo mediano, relatada por

Paget (1847) e os experimentos de Vulpian com enxertos de nervos (1870).

Silas Weir Mitchell, através de sua vivéncia como médico militar durante a
Guerra Civil Norte Americana, fez observacdes clinicas muito detalhadas e

precisas a respeito de lesbes nervosas (1872).



De forma similar, pelo grande numero de casos de pacientes com lesdes
de nervos periféricos na 12 Grande Guerra Mundial, os estudos clinicos e a
aplicacdo de técnicas de enxertos nervosos autdlogos se intensificaram na
primeira parte do século 20 com Mayo-Robson (1917), Delangeniere (1924) e
Bunnell (1927). Nesta época, Wyeth e Taylor (1917, 1920) relataram

resultados favoraveis com reparo por sutura primaria de cotos de nervos.

A 22 Grande Guerra Mundial deu a Seddon e a outros estudiosos a
oportunidade de investigar um largo espectro de lesdes nervosas periféricas
com as quais conduziram com tentativas de reparo primario e de enxertos de
nervos autdlogos. Saint Clair Strange reportou a primeira transferéncia de
nervo com pediculo vascular para a reconstrucdo de grandes defeitos em 1947.
Entretanto, resultados clinicos pobres desencorajaram a aceitacao por outros

cirurgides a utilizagdo desta técnica.

O advento da microcirurgia reconstrutiva dentro da cirurgia plastica
desafiou o antigo conceito de que a reconstrucdo de nervos era algo
inalcancavel. Pode-se dizer que o fundamento basico na morfologia e fisiologia
da lesdo e da regeneracado do nervo, foi obtido por experimentos realizados por
Seddon (1947) e Sunderland (1945), qualificando os tipos de lesdes de nervos

e orientando a conduta apropriada para cada grau de leséo.

Surgia assim a classificacdo de Seddon e Sunderland para lesbes de
nervos periféricos que tem grande significado pratico para o cirurgido plastico

moderno.

Concomitantemente, o conhecimento obtido por Millesi (1975) e varios

outros estudiosos em seus experimentos, trouxe uma melhor compreenséao e



aplicacdo dos principios da microcirurgia aplicada ao reparo de nervos

periféricos levando a melhores resultados no tratamento destas lesoes.

Os estudos mais relevantes sobre as lesdes de tecido neural e sobre a
necessidade de pontes entre os cotos proximais e distais para permitir a sua
regeneracao datam da segunda metade do século XIX. O primeiro experimento

com enxertia de nervos foi descrito por Phillipeaux e Vulpian em 1870.

Em 1873, foi feita a publicacdo por Heuter, do primeiro estudo sobre

neurorrafia em lesdes neurais prévias.

Ja Gluck, em 1880, descreveu a primeira anastomose com a utilizacéo de

tubulizac&o, quando interpbs ossos descalcificados para a regeneracédo axonal.

Em 1901, Lotheissen descreveu uma técnica de tubulizacdo com uso de

gelatina para promover crescimento axonal.

Em 1904, Foramitti relatou uma regeneracdo neural bem sucedida
utilizando tubulizacdo com uso de enxerto arterial. Em 1909, Wrede realizou

tubulizac&o por meio de enxerto venoso.

Em 1915, Kirk e Lewis confeccionaram um tubo de fascia para conduzir a
regeneracao neural. Em 1932, Ballance e Duel relataram a tubulizacdo com de

trompa de falopio para a regeneracao de nervo facial.

Em 1941, Swan utilizou enxerto venoso na correcao de lesdo do nervo
ulnar em humanos. Em 1943, Weiss usou tubos de artérias dissecadas para

guiar a regeneracgao neural.



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

das neurorrafias.

Highet e Sanders procuraram estabelecer a importancia da eliminagdo da
tensdo em reparos de nervos periféricos, seguidos por outros autores com 0s
mesmos resultados (Denny-Brown e Doherty, 1945; Salvy, 1973; Terzis et al,

1975).

Foi creditada a Seddon, em 1947, a introducdo do uso de enxerto de nervo
em lesOes extensas, onde a simples neurorrafia ocasionaria uma anastomose
sob tensdo, e, consequentemente, maus resultados. Este conceito foi em
seguida ampliado na forma de segmentos de nervos com a vascularizagcéo
ainda presente e ativa em uma técnica complexa e de resultados pobres (St.

Clair Strange e Silverstone, 1947).

A inexisténcia de materiais de suturas adequados levou ao
desenvolvimento de camaras de tubulizacdo ou neurotubos (estruturas
cilindricas que abrigariam em seu interior os cotos proximal e distal, com a
finalidade de promover a regeneracdo) como meio alternativo para as

neurorrafias.

Em 1955, Garrity relatou o uso de tubos plasticos como condutores para
regeneracao neural. Basset ,em 1959, relatou a regeneracgdo neural através de

tubos amniaticos.

A introducdo da magnificacdo da visdo intra-operatoria através de lupas e

microscopios na reparacao de nervos periféricos ocorreu nos anos 60, e foi um



marco na historia das técnicas de reparacdo de nervos, pois levou a uma
significativa melhora qualitativa nos resultados (Jacobson et al, 1963;
Gabrielson e Stenstrom, 1966; Wise et al, 1969; Stancic et al, 1998) e abriu um

campo para novos estudos.

Mais recentemente, em 1981 e 1982, Lundborg e cols. desenvolveram
novos estudos com a utilizacdo de tubos sintéticos ndo-absorviveis que sdo
camaras pré-fabricadas de silicone revestidas de mesotélio, nos quais ocorreu
regeneracao neural, mostrando a influéncia do neurotropismo no crescimento

axonal.

Em 1982, Brunelli e cols. demonstraram a possibilidade de completa
regeneracdo neural no interior de enxertos autdlogos de veia em defeitos
menores que um cm. Posteriormente, em 1987, demonstraram a atracao
quimiotatica seletiva para fibras sensitivas e motoras através de enxerto de
veia em defeitos menores que um cm. A quimiotaxia seletiva foi posteriormente

reproduzida por Ochi e cols. (1991) e Maki (1991).

Em 1983, Ide et al relataram a possibilidade de se usar uma fita circular de
membrana basal de musculo esquelético para guiar a regeneracdo neural,

hipotese ja sugerida por Sanes e cols. em 1978.

Muitos outros pesquisadores continuaram o0s estudos em condutores
musculares, usando fibras integras ou degeneradas (Davies, 1987; Fawcet e

Keynes, 1986; Gattuso et al, 1988; Glasby et al, 1986; Jimming et al, 1986).

De uma maneira nao rotineira no uso de camaras de tubulizacdo, Politis e
cols. (1988) incorporaram um dispositivo produtor de corrente elétrica em um

neurotubo e demonstraram que a aplicacdo de um campo de corrente elétrica



melhora a regeneracdo neural. Embora ha muito tempo ja se tenha o
conhecimento de que campos elétricos “in vitro” orientam e aceleram o
crescimento de nervos (Jaffe, 1979; Patel e Poo, 1982), esse € 0 primeiro
estudo sobre o efeito de campos bem orientados e localmente aplicados em
um modelo cirdrgico de lesdo neural. Apesar de este dispositivo ter promovido
crescimento histologicamente perceptivel, a sua eficacia funcional ainda néo foi

comprovada.

Walton et al , em 1989, descreveram os estudos com o uso de enxertos de
veia no reparo de lesdes de nervos digitais em intervalos de um a trés cm
obtendo resultados comparaveis aos casos controle (enxerto de nervo) que foi
encontrado por outros autores (Chiu et al, 1982; Rice e Berstein, 1984). Essa

técnica apresenta a desvantagem de ser mais susceptivel ao colapso.

Estudos mais atuais tém sido realizados na tentativa de desenvolvimento
de tubos sintéticos reabsorviveis, entre eles, os de poliglactina (Molander et al,
1982; Molander et al, 1983) e diferentes tipos de acido hialurénico (Brunelli,

1991).

A regeneracao neural no interior de tubos de poliglactina foi relatada em
1990 por Mackinnon e Dellon. Hentz et al, em 1991, apresentaram um estudo
comparativo entre a sutura primaria e a tubulizacdo fascicular com tubos de
acido poliglicolico, em primatas, onde um defeito de 1,5 cm era tratado com

estas duas técnicas, concluindo ndo haver diferencas significativas entre elas.

Keeley, em 1991, realizou estudo com tubos de carbonato de trimetileno
glicolico e, em 1993, Robinson e cols, apresentaram bons resultados com uma

prétese de poliuretano biodegradavel contendo ACTH4-9.



Em 1999, Hazari et al, realizou estudo experimental em ratos com um tubo
de poli-3-hidroxibutirato (PHB); no entanto, obteve resultados piores se
comparados aos do auto-enxerto, relacionando-os com a falta de propriedades

celulares do mesmo.

Brunelli, em 1993, realizou estudo com condutor venoso preenchido com
musculo fresco autégeno e demonstrou a qualidade superior dos resultados
para distancias até o dobro daquelas dos condutores preenchidos por axénios

em tubos vazios.

Recentemente, alguns autores mostraram experimentalmente, vantagens
do uso de veia invertida (a0 avesso) em relacdo ao enxerto tradicional de veia
(Wang et al, 1993) e também quando comparado com 0s enxertos de nervos
(Wang et al, 1995). Segundo Wang, os enxertos de veia invertida possuem
algumas vantagens teéricas. Foi demonstrado que o colageno e a laminina
facilitariam a regeneracdo neural nesses casos (Bryan et al, 1993; Colin e
Donoff, 1994; Eppley e Delfino, 1988; Giorgio et al, 1993; Ide et al, 1990;

Lander et al, 1985; Muller, 1988; Takahashi et al, 1988; Valentini et al, 1987).

A camada adventicia das veias é uma rica fonte de colageno, e a camada
muscular média das veias € rica em laminina. Invertendo-se a orientacao
normal das veias, ocorre uma melhor exposicdo dos axdnios ao colageno
existente na camada adventicia. Alem disso, a camada adventicia posicionada
internamente previne com maior eficiéncia o colapso da veia (Mattar et al,
1990; Wang et al, 1993), principal fator que prejudicaria sua utilizacéo (Tang et

al, 1993; Chui e Strauch, 1990; Walton et al, 1989).



Em nosso meio, Costa foi o pioneiro na realizacdo de estudos com a
técnica de tubulizacdo. Em 1995, comparou a regeneracao entre a interposicao
de auto-enxerto de nervo e tubo de acido poliglicélico com e sem a presenca
de GM1, uma substancia sabidamente neurotrofica, ndo encontrando
diferencas quanto ao grau de regeneracao neural em relagdo ao grupo controle

(auto-enxertia) em defeitos de 5 mm de nervo ciatico de ratos.

O mesmo autor, Costa (2006) utilizou tubo de acido poliglicélico e
administracdo subcutanea de FK506, um imunossupressor potente, que
também tem a propriedade de estimulo ao crescimento dos brotos axonais.
Demonstrou ndo haver diferencas entre a regeneracdo neural em animais
tratados com auto-enxerto, tubulizacdo com acido poliglicélico com e sem a
substancia FK506 e auto-enxerto recoberto com tubo de acido poliglicolico em

defeitos de 5 mm de nervo ciatico de ratos.

No ano de 2000, Kitahara et al demonstraram, em estudo experimental em
gatos, resultados semelhantes aos do auto-enxerto com a utilizacdo do tubo de
coladgeno obtido de pele suina, sugerindo a possibilidade de um reparo

alternativo de lesfes de nervos faciais em gatos de até 2cm .

Na ultima década, pacientes adultos submetidos a reconstrucdo com
aproximacao e sutura de cotos e a utilizacdo de enxertos de nervos obtiveram
resultados considerados excelentes em uma taxa que variou de 0 a 67%
(Gould, 1991; Mackinnon e Dellon, 1988). A necessidade de que se melhore
essa taxa impulsionou a medicina no sentido de se desenvolver novas

técnicas, determinantes na eventual melhora da funcdo (De Medinaceli, 1989).



O aprimoramento da utilizacdo de conduites € um método que

potencialmente poderia melhorar os resultados funcionais.

O resultado de inimeros estudos sugere que 0s axdnios em regeneracao
sdo capazes de se alinhar através da acdo de fatores neurotrépicos e
neurotréficos (weber et al, 1996; Lundborg et al, 1986; Mackinnon et al, 1986;

Seckel et al, 1986; Brushart e Seiler, 1987).

Desta maneira, o crescimento do nervo dentro de um tubo, como um guia,
teoricamente permite que esses fatores de crescimento atuem de forma mais
concentrada, de modo a levar a um maior alinhamento entre os cotos proximais
e distais, quando comparado com o que pode ser conseguido utilizando-se
técnicas visuais (sutura borda a borda ou enxertia) para reparo de lesdes

neurais (Koeber et al, 1989).

A utilizacdo de tubos condutores elimina a necessidade de enxertia de
pequenos fragmentos de nervo (Dellon e Mackinnon, 1998). O nervo sural € o
mais utilizado como doador para enxertia, no entanto, 0 seu uso nao é feito
sem que haja morbidade local. Staniforth e Fisher demonstraram em seu
estudo que 44% de seus pacientes queixavam-se da perda de sensibilidade
das porcdes laterais do pé e do tornozelo (Staniforth e Fisher, 1978), enquanto
que 42% de seus pacientes reclamavam de parestesia na panturrilha e 16% de

dor intensa nessa regiao.

Ortiguela reportou que em 6,1% de seus pacientes apresentaram sintomas
relacionados com a presenca de neuromas na perna doadora e que 9,1% dos
pacientes ndo ficaram satisfeitos com a alteragdo da sensibilidade no pé

(Ortiguela et al, 1987).



Rappaport et al (1993) mostraram que 10% dos pacientes que retiraram o
nervo sural para enxertia de nervo, apresentaram infeccdo na area doadora,
12% apresentaram cicatrizacdo retardada, 5% com dor cronificada nas areas
em que o nervo é responsavel pela sensibilidade; segundo esses autores, a
taxa de complicacdes foi de 27%. Na literatura, observamos que outros autores
reportaram em seus estudos, a incidéncia de dor consideravel e parestesias
que variaram entre 10 a 21% (Dyck e Lofgren, 1968; Puburski et al, 1985; Perry

e Bril, 1994).

O conceito de camara de tubulizagdo foi retomado e ganhou mais
relevancia ha cerca de quinze anos atras, a partir da demonstracdo de que um
nervo é capaz de ser reconstituido através do crescimento a distancias antes
intransponiveis através de um tubo mesotelial (Keeley et al, 1993) e de um tubo
de silicone, que quando interposto entre as extremidades da lesédo, poderia ser
usado para coletar fatores neurotréficos sintetizados em ambos 0s segmentos

do nervo (Brunelli et al, 1993).

A camara de tubulizacdo demonstrou que pode ser uma ferramenta
eficiente para o estudo dos fendmenos celulares e bioquimicos envolvidos na

regeneracao neural (Robinson et al, 1993; Swan , 1941).

O processo de regeneracdo através desses tubos inicia-se com a
exsudacao de um liquido acelular no interior da camara, formando uma matriz
sobre a qual as células de Schwann, fibroblastos e capilares crescem para criar
um novo tronco com uma aparéncia semelhante ao normal. O grau de
exsudacéao, de difusdo de fatores de crescimento e nutrientes € limitado pela

permeabilidade do material do qual o tubo é composto.



E possivel que os axdnios sejam capazes de se alinhar em resposta a
fatores neurotrépicos quando no interior de conduites e crescerem para

preencher o espaco entre o coto proximal e distal.

Estes fatos sugerem que a utilizacdo de conduites poderia melhorar os
resultados quando comparamos a sutura direta ou a enxertia de nervo. A
regeneracao atraveés de tubos condutores ja foi demonstrada em varios tipos de
modelos animais (Chiu DT, Janecka I, Krizek TJ, et al, 1982; Lundborg G,
Gilberman RH, Longo RM, et al, 1982; Molander H, Olsson Y, Engkvist O et al,

1982; Colin W e Dnoff RB, 1984; Costa , 2006).

Estudos nessa linha tém envolvido materiais biolégicos como tubos
mesoteliais (Bignami et al, 1984; Brunelli et al, 1993), tubos amniodticos
(Mohammad et al, 2000), vasos (veia, veia invertida, veia associada ao
musculo — Ballance e Duel, 1932; Fawcet e Keynrs, 1986), ou materiais nao-
biolégicos de natureza nao-reabsorvivel (polytetrafluorethylene — Gore —tex —
Garrity, 1955; silicone — Ashur et al, 1987; Madison et al, 1988; Spector et al,
1991; Stensaas et al, 1989) ou reabsorvivel (polyglactine — Fields, 1989;
Molander et al, 1983; Seckel et al,1984; Costa, 1995; Costa, 2006) , ja citados

anteriormente.

Os tubos sintéticos, compostos de materiais absorviveis, ttm demonstrado
melhores resultados funcionais tardios, quando comparados aos tubos de

material ndo-absorvivel (Madison, 1987; Nyilas et al, 1983).

Dellon e Mackinnon foram os primeiros a estudar a regeneracdo em
macacos com a utilizagdo de tubos absorviveis de variados tamanhos (1990),

comparando resultados eletrofisiolégicos da utilizagdo de enxertos e tubos de



acido poliglicélico (1988). Ambos os estudos demonstraram que a regeneracao
periférica do primata pode ser conseguida através da utilizacdo de conduites

apropriados em defeitos de até 3 cm.

Estudos recentes estabeleceram o tubo de &cido poliglicélico (tAPG),
material artificial absorvivel, como alternativa para enxertia de nervo ( Dellon e
Mackinnon, 1988; Mackinnon e Dellon, 1990; Phan et al, 1991; Rosen et al,

1983; Costa, 1995; Costa, 2006).

Vérios estudos desencorajam o uso de tubos ndo reabsorviveis, porém, os
estudos a respeito do uso de silicone continuam (Ashur et al, 1987; Madison et

al,1988; Spector et al, 1991; Stensaas et al, 1989; Braga Silva,1999).

O tubo de silicone, utilizado em muitos estudos, tem como resultado da
sua permanéncia e tubulizacdo por longos periodos de tempo, uma
compressao localizada, com consequente diminuicdo da regeneracdo axonal

(Mackinnon et al, 1984; Mackinnon et al, 1985; Mackinnon e Dellon,1986).

A tubulizacdo desperta grande interesse no ambito experimental, devido
ao fato de permitir a retirada de amostras de ax6nios em regeneracao e
possibilitar a introducdo de fatores neurotréficos e outros adjuvantes em altas
concentragfes no sitio da lesdo. Este fato é ilustrado através dos estudos de
Chen e cols. (1989) e Rich e cols. (1989) que demonstraram uma taxa de
regeneracdo aumentada em animais nos quais foram introduzidos NGF no

interior da camara de tubulizacdo e Costa em1995 com a utilizacdo de GML1.

Outra possibilidade de conduite é a utilizacdo de enxertos alogénicos
preservados em glicerol. Cunha e Costa em 2007 compararam a regeneracao

neural obtida por interposicdo de auto-enxerto de nervo com tubulizacdo de



veia autdégena e veia aldgena conservadas em glicerol para regeneracao neural
em defeitos de 5mm em ratos. Demonstraram ndo haver diferencas na

recuperacdo funcional entre os grupos.

As caracteristicas atribuidas aos conduites permitem o desenvolvimento
de um grande numero de pesquisas nesta area, objetivando a obtencdo de
resultados melhores quando da lesdo neural e a diminuicdo do numero de

sequelas observadas. Para tal desenvolvimento é necessario a melhor

compreensao da fisiopatologia da regeneracéo de nervos periféricos.

2 - Fisiopatologia da regeneracéo de nervos periféricos:

Quando um nervo periférico € lesado, surge localmente uma cascata de
eventos responsaveis por uma tentativa de regeneracdo. Caracteriza-se pela
remocao de tecido desvitalizado e pela criagdo de brotamentos e cones de
crescimento axonais até a completa continuidade da unidade neural que

propiciard novamente a conducao de estimulos nervosos.

Dentre as formas de lesdo de nervos periféricos a mais comum € por
estiramento (Burnett, 2004). Isto ocorre porque apesar da elasticidade do
nervo, atribuida ao coladgeno endoneural, se ocorrer uma tracdo excessiva, esta

ultrapassa a capacidade de estiramento do nervo e ocorre a lesao.

Lesdes deste tipo podem ocorrer principalmente em casos de avulsdes do
plexo braquial, paralisia obstétrica e de forma associada a outras lesfes em

fraturas de extremidades.



A laceracao de nervos é tida como a segunda maior causa de lesGes de
nervos, como exemplo importante aquelas produzidas por facas, que

respondem por aproximadamente 30% das lesdes graves (Jacques, 2000).

A compressdo é o terceiro tipo de lesdo mais comum e correlaciona-se
localmente com compressao mecanica e com processo isquémico. Ficou
demonstrado em experimentos com torniquete que a isquemia é o fator causal
principal do bloqueio de conducéo e que as fibras mielinizadas aparentemente
sdo mais susceptiveis a efeitos isquémicos que as ndo mielinizadas. (Lewis,

1931).

O grau de recuperacao do reparo de um nervo periférico depende muito da
extensdo da lesdo. A classificacdo do grau de leséo foi desenvolvida por
Seddon e Sundeland e faz correlacdo entre as alteragdes microscopicas e a
sintomatologia apresentada pelo paciente. (Seddon, 1943; Sundeland, 1950;

Sundeland, 1978).

Seddon dividiu as lesdes de nervos conforme a severidade em trés

categorias: Neuropraxia, axonotmesis e neurotmesis.

7z

A neuropraxia é a forma mais branda, que n&o envolve perda de
continuidade e causa somente perda funcional temporaria. A sintomatologia é
atribuida a um bloqueio de condugéo ionicamente induzido no local de leséo,
entretanto, alteracdes sutis na estrutura da bainha de mielina também sé&o

encontradas.

A axonotmesis ocorre quando ha uma completa transeccédo do axénio do
nervo e da bainha de mielina circundante, enquanto que as estruturas

mesenquimais como 0 perineuro € 0 epineuro continuam preservadas. A



degeneracdo axonal e da mielina ocorrem distalmente ao ponto de leséo,

causando a denervacdo completa.

A perspectiva de recuperacdo € muito boa em tais injurias porque o
restante das estruturas mesenquimais ndo acometidas irdo prover um meio

propicio ao brotamento axonal para reinervar o 6rgao alvo.

A neurotmesis envolve uma descontinuidade da estrutura neural. A perda
funcional é completa e a recuperacdo sem intervencao cirdrgica, usualmente
nao ocorre por causa da formacéo cicatricial local exuberante e pela perda de

estruturas mesenquimais responsaveis por guiar os brotos axonais.

Sunderland (1978) introduziu modificacbes a esta classificacao
acrescentando a mesma mais duas categorias para caracterizar o grau de
lesé@o local. O primeiro grau de lesdo é equivalente a Neuropraxia e o segundo
grau de lesdo se equivale a axonotmesis. O terceiro grau de lesdo neural
ocorre quando ha uma ruptura do axénio (axonotmesis) e também uma injdria
parcial do endoneuro. Esta caracterizacao seria intermediaria a axonotmesis e
a neurotmesis de Seddon. Dependendo da extensdo da lesdo endoneural, a

recuperacao funcional pode ser possivel.



Figura 1. Classificacéo de les6es de nervos periféricos segundo Sunderland. ( McCarthy JG; Plastic

Surgery. Philadelphia :W. B. Saunders; 1990. v.1,p. 656) .

Sunderland dividiu a neurotmesis da classificacdo de Seddon no que

corresponde ao quarto e quinto graus de lesdo. No quarto grau de lesédo de



Sunderland, todas as porcfes do nervo estdo rompidas exceto o epineuro. A
recuperacdo ndo € possivel sem intervencdo cirargica. De forma similar, o

quinto grau de leséo envolve o dano completo do nervo.

Antes de ocorrer a regeneracdo das fibras, uma serie de processos
degenerativos ocorrem localmente, muitos dos quais sao importantes para o
inicio do processo de regeneracdo. O sucesso da regeneracdo €
intrinsecamente dependente da severidade da lesdo e do processo

degenerativo resultante.

As alteracdes fisiopatolégicas sdo minimas ou ndo ocorrem no primeiro
grau de lesdo (Seddon-Sunderland) enquanto que ocorre o bloqueio de
conducdo tempordrio sem que ocorram processos degenerativos ou

regenerativos locais.

No segundo grau de lesdo (axonotmesis) hd uma pequena alteracéo
histoldgica no sitio de leséo ou proximal a este sitio. Entretanto, distalmente ao
sitio de lesdo, ocorre um processo degenerativo célcio dependente conhecido

como degeneracdo Walleriana ou degeneracgao anterograda (Waller, 1850).

Na degeneracdo Walleriana, a mudanca histologica caracteristica é a
fragmentacdo do axonio e da bainha de mielina, um processo que se inicia em

poucas horas apos a lesao.

Na ultramicroscopia evidenciou-se um desarranjo de neurotubos e de
neurofilamentos, com edema e deformacdo do axdénio. Por aproximadamente

48 a 96 horas apos a leséao, ha perda da continuidade axonal.



A desintegracao da bainha € lenta no principio, mas se torna mais rapida
em aproximadamente 36 a 48 h. As células de Schwann desempenham um
papel fundamental na degeneracdo Walleriana. Elas tornam-se ativas dentro
das primeiras 24 horas apos a leséo, exibindo a microscopia, um crescimento
nuclear e citoplasmatico bem como um aumento importante do indice mitético.
Estas células se dividem rapidamente para formar células diferenciadas e

adaptadas para conduzir o processo de degeneracéo e de reparo.

A célula de Schwann ainda nao diferenciada desempenha o papel de

remover 0s axonios e a mielina em degeneragéao.

Os macréfagos migram para o sitio de lesdo através dos vasos
sanguineos da regido, que se tornam permedaveis neste momento. Em conjunto
com as células de Schwann iniciam a fagocitose e limpeza do sitio de lesdo em

um processo que requere algo entre uma semana a varios meses.

As células satélite endoneurais também desempenham um papel
primordial neste processo, principalmente dentro das duas primeiras semanas
de lesédo neural. Elas liberam histamina e serotonina que geram o aumento da

permeabilidade capilar e facilitam a migracdo de macrofago.

Durante as fases iniciais, 0os tubos endoneurais se edemaciam em
resposta ao trauma, mas depois das primeiras duas semanas ha uma
regresséo parcial do processo e consequentemente do diametro destes tubos.
Leva aproximadamente cinco a o0ito semanas para que O Pprocesso
degenerativo se complete e surjam fibras nervosas com células de Schwann

dentro de uma envoltura delgada de endoneuro.



Em lesdes de terceiro grau acontece uma reacao induzida pelo trauma
bem maior. Ocorrem lesdes intrafasciculares que levam a retracdo da fibra
nervosa distal seccionada devido a elasticidade do endoneuro. Um trauma
vascular local leva a hemorragia e edema que resultam em uma resposta
inflamatdria vigorosa. Fibroblastos proliferam-se e uma cicatriz fibrosa densa

causa um edema fusiforme do segmento acometido.

Um tecido cicatricial interfascicular também se desenvolve de forma que
todo o tronco do nervo é acometido e aumenta em didmetro permanentemente.

Pode se apresentar, com frequéncia, aderida ao tecido cicatricial perineural.

O Segmento Distal

Distalmente ao segmento acometido, a degeneracdo Walleriana segue

uma seqiéncia bem semelhante & observada em lesdes de segundo grau.

Uma diferenca importante € que a lesdo intrafascicular prejudica a
regeneracdo axonal e, entdo, os tubos endoneurais permanecem denervados
por longo periodo. Enquanto permanecem denervados, os tubos endoneurais
comecam a se retrair em um processo que alcanca seu maximo trés a quatro

meses apos a lesdo. (Sunderland, 1950; Sunderland 1978; Sunderland, 1990).

O envoltério do endoneuro se espessa progressivamente em
consequéncia do acumulo de colageno ao longo da superficie externa da
membrana das células de Schwann. Se o tubo endoneural ndo receber um
axbnio em regeneracdo, ocorrera uma fibrose progressiva local, levando a

obliteracdo do mesmo.



Acumulos de células de Schwann representando tubos endoneurais
colapsados se tornam microscopicamente visiveis tardiamente no

desenvolvimento da degeneracdo Walleriana nas lesdes mais significantes.

As colunas de Células de Schwann sao conhecidas como as bandas de
Blngner e se tornam guias importantes para brotamentos axonais durante a
reinervagcdo. Estas bandas demonstram precocemente um segundo papel para
as células de Schwann depois da lesdo do nervo, o de suporte para o

brotamento de axoénios.

Em lesBes de quarto e quinto graus, a reacao local ao trauma é intensa.
Tubos endoneurais e também fasciculos sdo rompidos, células de Schwann e
axénios perdem o envoltério. O epineuro também esta danificado e um estado
reativo local caracterizado pela presenca de fibroblastos epineurais estara
presente dentro das primeiras vinte e quatro horas da lesdo. Junto a esta
reacao, verifica-se a presenca de proliferacdo de células de Schwann e de

fibroblastos peri e endoneurais.

Picos vigorosos de proliferacdo celular ocorrem dentro da 12 semana e
continuam por um longo periodo. Como ocorre nas lesdes de graus menores, 0
aumento de permeabilidade capilar, provavelmente como resultado de
degranulacdo de mastdcitos, edema e infiltracdo de macrofagos surge em
seguida. A magnitude desta resposta se correlaciona com a severidade do

trauma ao nervo e aos tecidos circunvizinhos.

Em lesbes de quarto e quinto graus, os cotos distais dos nervos lesados
se tornam uma massa edemaciada com acumulo de células de Schwann

desorganizadas, vasos capilares, fibroblastos, macréfagos e fibras colagenas.



Axbnios em regeneracdo que alcancam este bulbo edemaciado encontram

dificuldades o para crescimento.

Muitos axbnios que formam espirais dentro do tecido cicatricial
retrocedem ao longo do segmento proximal ou se estabelecem no tecido
circunvizinho. Alguns podem alcancar o coto distal dependendo de multiplos
fatores: a severidade do dano original, a extensao da formacao de cicatriz e 0

tempo gasto pelos axonios para chegar ao local da lesao.

Como em lesdes de terceiro grau, a descontinuidade do endoneuro por
periodos prolongados leva ao encolhimento progressivo e fibrose, podendo

ficar obliterado completamente por fibras de colageno.

Segmento Proximal e Corpo celular

Mudancas em corpos celulares de neurénios e em fibras proximais de
nervos ocorrem conforme a severidade da lesdo e também depende da

proximidade do segmento acometido com o corpo celular.

Células de Schwann degeneram-se inevitavelmente ao longo do
segmento proximal perto da area da lesdo. Esta degeneracdo proximal pode
ser minima (proximo ao nodo de Ranvier) ou pode se estender por todo o
segmento proximal até o nivel do corpo celular. Se o corpo celular se
degenera, 0 que pode acontecer em um trauma severo, 0 segmento proximal

inteiro sofrera degeneracao de Walleriana e é fagocitado.



Lesdes significativas da fibra nervosa no segmento axonal proximal tera
reducdes no seu diametro, particularmente se ndo forem restabelecidas as
conexdes funcionais para os érgaos alvo. A velocidade de conducdo do nervo

estara indiscutivelmente reduzida.

Como conseqiéncias da regeneracdo, o0s diametros axonais
aumentardo, mas nunca vao alcancar niveis semelhantes aos que possuiam

antes da lesao.

Existe interdependéncia entre o corpo celular e o axénio em termos de
recuperacdo: o corpo celular ndo se recupera completamente sem o
restabelecimento de conexdes periféricas funcionais e o calibre dos axdnios

dependera em grande parte da recuperacdo do corpo celular.

O proéprio corpo celular do nervo reage a uma lesdo axonal de um modo
previsivel. Dentro das primeiras 6 horas da lesdo, o nucleo migra para a
periferia da célula, os granulos de Nissl e o reticulo endoplasmatico rugoso se
separam e se dispersam ao longo do citoplasma. Este processo é chamado

cromatolise.

Simultaneamente, hd uma resposta proliferativa abundante de células
gliais do perineuro, provavelmente estimulada pelo processo de cromatdlise.
Os processos de células gliais se alongam até o neurbnio afetado e
interrompem as conexdes sinapticas, possivelmente para isolar o neurbnio até

a sua recuperacao.

A sobrevivéncia de uma célula nervosa ndo esta assegurada ap6s uma
lesdo severa. A incidéncia de morte celular de neurénios de ganglios da raiz

dorsal com lesdes do tipo axonotmesis varia entre 20 e 50% (Lundborg, 2000).



A morte celular freqiientemente ocorre mais se a axonotmesis ocorrer a
nivel proximal e em lesBes que envolvam nervos sensoriais ou nervos
cranianos. Este processo de morte celular neuronal induzida pela lesdo axonal
permanece mal compreendido, mas € creditado a condicbes dentro do

microambiente do local de leséo.

Na realidade, a capacidade regenerativa do microambiente do nervo
periférico foi relatada desde o comeco do século XX quando Cajal prop6s que
era 0 microambiente do nervo periférico e ndo fatores intrinsecos que

explicariam o fracasso da regeneragao.

Vérios estudiosos em sistemas moleculares continuam investigando
sobre o papel estimulador das células de Schwann e demonstraram a presenca
de moléculas neurotréficas no microambiente do nervo periférico que parecem
influenciar na sobrevivéncia do neur6nio apos lesdes (Varon et al, 1978; Yan et

al, 1992; Yin et al , 1998).

Regeneracao de nervos

A regeneracdo de um nervo com lesdo severa s0 comecara depois que
a degeneracdo Walleriana estiver em curso, mas em lesbes moderadas, o0s
processos regenerativos e de reparo locais comecam quase que
imediatamente. Para lesdes de primeiro e segundo graus (Neuropraxia e
axonotmesis), a restauracdo da funcdo é o caminho comum. Isto acontece

precocemente por reversdo do bloco de conducdo ou mais tardiamente por



regeneracdo axonal. A recuperacdo funcional poderd ser completa nestes

graus mais moderados de lesao.

Em lesGes nervosas mais severas na qual o endoneuro é rompido, 0s
axbnios em regeneracdao ndo se mantém confinados nos envoltérios neurais.
Eles podem vagar por tecidos circunvizinhos ou se tubulizar em endoneuros
improprios, possibilitando a falha na reinervacdo de seu 6rgao alvo original. A
recuperacdo neuroldgica estard mais comprometida proporcionalmente ao grau

de severidade da lesao.

A sucessédo de graus de regeneracdo pode ser dividida em zonas
anatdémicas: 1) o corpo celular do neurdnio; 2) o segmento entre o corpo celular
e o local da lesédo; 3) o préprio local de lesdo; 4) o segmento distal entre o local
de leséo e o 6rgao alvo; e 5) o préprio 6rgdo alvo. Um atraso na regeneragao
ou uma regeneracdo mal sucedida podem ser atribuidos a mudancas
patolégicas que impedem 0s processos reparadores normais a uma ou mais

destas zonas.

A regeneracao e a fase de reparo seguinte a lesdo do nervo podem
durar muitos meses. Os sinais mais precoces desta fase sdo mudancas visiveis
no corpo celular. O nucleo retorna ao centro da célula e proteinas nucleares

reorganizam-se nos granulos de Nissl.

ApoGs a lesdo, muitas fungcdes metabdlicas foram alteradas durante a
cromatolise. A sintese de RNA foi aumentada e a sintese de
neurotransmissores diminuiu. A cromatoélise indica uma alteracdo fundamental

da funcao celular passando de transmisséo sinaptica para reparo celular.



A maguina metabdlica foi reprogramada de forma que a célula poderia
produzir uma vasta quantidade de proteinas e lipidios necessarios para o

crescimento axonal durante a fase de regeneracao.

Uma complexa e mal elucidada interacdo ocorre entre o corpo celular e
o brotamento axonal. O axoplasma que serve para regenerar 0 brotamento
axonal surge entre segmento axonal proximal e o corpo celular.
Transportadores rapidos e lentos do axoplasma vao carrear substancias do

corpo celular para o local da regeneracao axonal.

A taxa de aumento de sintese protéica e de sintese de lipidios no corpo
celular do neurdnio influencia na taxa de avanco e no calibre final do axdnio
regenerado. A capacidade do neurbnio periférico humano para iniciar uma
resposta regenerativa parece persistir durante pelo menos 12 meses depois da
lesdo e uma franca resposta ainda pode ser esperadas até mesmo depois de

repetidos traumatismos locais.

O comprimento do segmento entre o brotamento axonal e o local da
lesdo depende da severidade da lesdo original e da degradacéo retrograda

consequente.

Podem ser vistos o0s primeiros sinais de crescimento axonal neste
segmento ja nas primeiras 24 horas ap0s a lesdo ou estes sinais podem soé

aparecer apos semanas em lesbes mais severas.

A taxa de crescimento axonal € determinada pela atividade do cone de
crescimento especializado na extremidade de cada broto axonal e pela
resisténcia oferecida pelo tecido lesado que fica entre o corpo celular e o 6rgdo

alvo.



Pode haver varios brotamentos axonais dentro de cada bainha de
endoneuro, até mesmo em lesdes mais moderadas, isso ndo significa
necessariamente a destruicdo do endoneuro. A ocorréncia de processos
degenerativos e regenerativos € tal que pode haver sobreposi¢cdo entre estes

em alguns segmentos em dado momento.

Em lesGes mais moderadas nas quais ndo ha um atraso na regeneragao
ao longo do sitio de les&o, os cones de crescimento na porcéo distal do axdnio
podem encontrar uma &area com a presenca de debris da degeneracdo
Walleriana no segmento distal. Estes debris podem n&o impedir que a
regeneragao ocorra. Isso se deve ao fato de que o cone de crescimento
segrega uma protease que pode ajudar dissolver o material que esta

bloqueando o seu caminho. (Krystosek et al, 1981).

Em lesBes nervosas muito proximais nas quais ha um consideravel
demora até que o axénio alcance o segmento distal, o endoneuro distal ainda
vazio acaba por diminuir o seu diametro. Este fator pode ser responséavel, em
parte, por reduzir a velocidade de crescimento do axénio na porcéo terminal do

nervo.

Uma Intervengdo cirdrgica que interrompa 0 aporte por artérias
nutrientes circunvizinhas ndo parece prejudicar a regeneracado axonal, contanto
que nao sejam rompidas aquelas artérias longitudinais que se encontram

dentro do proprio nervo.

Em lesBes nervosas severas onde ha o rompimento do endoneuro,
fasciculos ou troncos formam-se obstaculos quase intransponiveis para 0s

axobnios em regeneracao alcangcarem o sitio da leséo.



Se h& uma grande falha entre os cotos do nervo roto, permitindo que os
brotamentos axonais crescam sem qualquer orientacdo, estes podem atingir

tecidos circunvizinhos ao invés de seu 6rgao alvo.

A Cicatrizagéo esta inevitavelmente presente no local de leséo severa; a
extensdo desta depende de fatores multiplos que incluem o tempo gasto para a

chegada dos brotos axonais ao 6rgdo alvo apés o dano.

Foi bem documentado que axdnios em regeneragdo podem atravessar
com sucesso longas distancias, apesar da presenca de tecido cicatricial
significativo no local, porém ndo ha garantias de que eles seguirdo a orientacao
original do fasciculo. Eles podem crescer em um endoneuro funcionalmente
impréprio ou até mesmo ndo alcangcar um endoneuro. Qualquer que seja a

circunstancia resultara em axonios perdidos e falhos na reinervacao.

Ax06nios previamente ndo mielinizados podem se regenerar dentro de
uma bainha do endoneuro que antigamente continha axoénios mielinizados e
vice-versa. Esta regeneracdo nao sera exuberante. A resisténcia de um axoénio
encontrar o sitio de lesdo resulta na formacédo de brotos axonais pequenos e

multiplos. Estes brotos axonais ndo alcancardo o segmento distal.

Nenhum neurotropismo especifico conhecido € capaz de aumentar o
crescimento de um axdnio em regeneracdo no seu endoneuro original, mas
alguma forma de influéncia neurotropica foi demonstrada em estudos

experimentais.

A cicatriz dentro do sitio de lesdo impede a regeneracdo e

desencaminha os brotos axonais rumo ao endoneuro, impedindo o retorno



funcional. O tecido cicatricial residual também interfere com o processo de

maturacao de axdnios que ocorrem no sitio de lesao.

Ax0nios que alcangcam com sucesso 0 endoneuro do segmento distal
tém uma boa chance de alcancar o 6rgdo alvo. A taxa de regeneracao distal

serd mais lenta se os tubos do endoneuro forem rompidos.

O cone de crescimento especializado que fica na extremidade de cada
broto axonal contém multiplas estruturas chamadas filopodios que aderem a
lamina basal da célula de Schwann e a usam como um guia. Foi demonstrada
a existéncia de fatores quimiotaticos como sendo importantes para dirigir o

avanco dos cones de crescimento (Gundersen et al, 1980; Dodd et al , 1988).

Pelo fato de que muitas vezes varios brotos axonais pequenos poderem
entrar no mesmo tubo endoneural € que se pode vislumbrar uma fibra nervosa

regenerada poder conter mais axénios que o nervo de origem.

7

Se um 6rgao alvo funcionalmente ndo é alcancado, ndo havera o
desenvolvimento do axonio e da remielinizacdo. De forma semelhante, o
desenvolvimento e a maturagdo axonais serdo abortados se o 6rgao alvo sofrer
mudancas degenerativas, devido a denervacdo prolongada, ndo permitindo

assim o estabelecimento de conexdes funcionais.

Se a entrada de axbnios em regeneracdo no segmento de distal se
atrasar mais que quatro meses, 0s axbnios estardo entrando em tubos de
endoneuro com diametro menor, geralmente trés mu ou menos. Esse
estreitamento pode tornar mais complicado para os brotos axonais localizarem

e se canalizarem nos tubos de endoneuro, mas isto ndo parece impedir o



crescimento de axénios uma vez que 0s brotos ja estejam dentro dos tubos.

Isso é devido provavelmente as propriedades elasticas do endoneuro.

O retorno de funcdo ndo requer uma recuperacao absolutamente fiel da
arquitetura de nervo. Os efeitos da denervacdo prolongada prejudicam a
recuperacgédo funcional devido ao impedimento do crescimento dos axonios em
regeneracdo de entrar nos tubos de endoneuro apropriados e alcangcarem o

seu 6rgdo alvo.

Os drgaos alvo sofrem alteragBes histologicas caracteristicas com a
degeneracdo do nervo e com a sua subsequente reinervacdo. Fibras
musculares se atrofiam rapidamente (uma reducdo média de 70% de seu
didmetro secional em dois meses) e 0s ndcleos celulares assumem uma

posi¢cado central em lugar da posicao periférica normal.

As regibes sinapticas das placas motoras ficam preservadas durante

pelo menos um ano apds a denervacao.

Uma imensa proliferacdo de fibroblastos também caracteriza o quadro

histolégico da denervacdo. O colageno novo se deposita no endo e perimisio.

Em geral, fibras musculares ndo sdo substituidas por tecido conjuntivo,
mas muitas se atrofiam e séo isoladas por tecido conjuntivo denso, de forma

gue o padrao interno global da arquitetura do musculo € preservado.

A reabsorcdo parcial de fibras musculares ocasionalmente acontece.
Este é um fenbmeno geralmente observado entre seis e 12 meses depois da

denervacao.



Brotos axonais seguem as células de Schwann originais até as placas
motoras denervadas para refazer as jun¢des neuromusculares (Seckel, 1990).
O crescimento colateral do axénio também acontece, resultando em grupos de
fiboras musculares reinervadas, rapidas ou lentas. Este € um achado
caracteristico em musculo reinervado, contrastando nitidamente com o padréo

rand®émico observado em um musculo normal.

Infelizmente, a recuperacdo motora pode ser incompleta e geralmente
acontece depois de lesdes nervosas moderadas e severas. Isto é devido a

varios fatores dentro do proprio musculo e no nervo em regeneragao.

A fibrose intramuscular pode limitar a eficacia da contracdo produzida
por um impulso nervoso. Uma fisioterapia apropriada poderia ajudar a manter
0s musculos denervados em uma 6tima condicdo para receber uma

reinervacgao pelos axénios em regeneracgao.

A recuperacao funcional motora € prejudicada obviamente se um nimero
significativo de axonios nao refizer conexdes funcionais bem sucedidas com o
muasculo. Até mesmo se o numerario de axbénios € adequado, pode ocorrer
reinervacao cruzada produzindo um resultado funcional pobre: um musculo
originalmente "rapido” pode ser reinervado por axénios de fibras musculares
"lentas” e o resultado pode ser uma forma mista com uma contracdo

ineficiente.

Naqueles casos 0s quais a recuperacdo motora acontece de forma
qualitativa, o resultado funcional pode ser prejudicado por déficits sensoriais
concomitantes, particularmente a propriocepcdo. Receptores sensoriais

denervados sobrevivem e podem se recuperar funcionalmente por varios anos.



Em lesbes de primeiro e de segundo graus, o retorno sensorial estara
completo em seu padrdo original até mesmo depois de 6 a 12 meses de
denervacdo. Isto esta devido a reinervacdao fiel dos receptores sensoriais pelos

axbnios originais dos mesmos.

Apbs lesBes mais severas com a regeneracao do nervo, a recuperacao
sensorial nunca estara completa. Isto esta relacionado ao fracasso dos axdnios
sensoriais para alcancar a pele, reinervacdo cruzada e possivelmente

degeneracéo de receptores sensoriais.

A reinervacdo sensorial parece ser uma modalidade a parte de
reinervagao, onde a ocorréncia de reinervagao cruzada pode acontecer com

maior frequéncia.

Alguma controvérsia existe acerca do encapsulamento de receptores
sensoriais denervados. Estes receptores incluem corpusculos de Pacini e
corpusculos de Meissner que sao receptores que captam o toque leve e a
vibracéo e as células de Merkel, receptores que captam o toque continuo e a

presséo lenta.

E creditado a estes receptores especializados o potencial de
sobreviverem em um estado de atrofia por longos periodos, como que

esperando a chegada de um coto neural regenerado proprio.

O periodo de sobrevivéncia ndo foi claramente estabelecido, porém, ha
alguma evidéncia que indica que esta sensacao protetora se recuperaria anos
depois da denervacédo, sendo captada através de receptores sensoriais menos

elaborados.



A taxa de regeneracdo axonal geralmente € constante e, em situacdes
clinicas, € de um mm por dia, seguido freqientemente por um sinal de Tinel.
Porém, foram reportadas taxas de regeneracao variando entre 0.5 a 9 mm por
dia. Esta variabilidade é atribuida a varios fatores: 1) a taxa de crescimento do
axbnio diminui com o aumento da distancia do corpo celular para a
extremidade do axénio em regeneracédo. 2) as medidas da regeneracao axonal
foram realizadas em varias espécies de animais e com diferentes métodos de
lesdo de nervos. 3) as técnicas de avaliacdo da regeneracdo axonal foram
diferentes (por exemplo, através do sinal de Tinel comparado com recuperacéo
funcional). Além disso, a taxa de regeneracdo pode depender da natureza e
severidade da lesdo do nervo, a duracdo da denervacdo e a condicdo dos

tecidos periféricos.

A regeneracd@o ap0s um reparo cirdrgico de um nervo € mais lenta que
uma regeneracdo de um nervo parcialmente acometido. Isto reflete que quanto
mais camadas acometidas (epineuro, perineuro e endoneuro) maior a
dificuldade na recuperacdo da funcdo. A idade avancada também foi

demonstrada como fator de retardo da taxa de crescimento de axonal.

A regeneracdo axonal ndo é sinbnima de retorno de funcdo. Um
processo de maturacdo precede a recuperacdo funcional. AlteracGes
morfolégicas de maturacdo ocorrem por todo o axénio em regeneracao a uma
taxa mais baixa que aquela do crescimento do axénio e se continua por um

periodo de até aproximadamente um ano.



A remielinizacdo se desenvolve de forma semelhante para fibras
nervosas em crescimento, desenvolvendo o alinhamento de células de

Schwann e recobrindo o ax6nio para formar uma envoltura multilamelar.

Este processo comeca dentro das duas primeiras semanas do inicio da
regeneracao axonal e resulta em axonios mielinizados bastante semelhantes

aos originais exceto pela presenca de espacos internodais encurtados.

O diametro do axdnio aumenta progressivamente até que alcance
dimensbes normais, mas esta amplificacdo € dependente do estabelecimento
de conexdes funcionais entre a porcdo terminal do axénio e o 6érgdo alvo

apropriado.

Para que os processos de degeneracdo e regeneragcdo acontegcam de
um modo ordenado é necessario um sistema sofisticado de comunicacao
celular. Investigadores suspeitaram da existéncia de uma cascata de moléculas
e fatores troficos semelhantes em complexidade ao que é visto em uma

cascata da resposta inflamatoria.

Os fatores neurotroficos como NGF (Fator de crescimento do nervo),
fator neurotréfico derivado de células cerebrais, fator neurotréfico ciliar, e
muitos outros foram identificados e foram relacionados ao processo de reparo

de nervos (Barbin et al, 1984; Seckel , 1990; Yan et al, 1992; Yin et al,1998).

O fator de crescimento de nervo (NGF) foi a primeira molécula
neurotréfica a ser identificada e permanece como a mais caracterizada (Levi-
Montalcini et al , 1951). Esté relacionado a sobrevivéncia da célula nervosa e
na manutencao do seu estado normal e parece ser um componente importante

do processo de reparacéo do nervo.



Sao libertados fatores como NGF tonicamente do nervo periférico a
orgaos alvo e transferido ao corpo celular do nervo por transporte axonal
retrogrado (Slack et al, 1983). E possivel que a diminui¢cdo do NGF e de outros
fatores troficos que normalmente alcancariam o corpo celular, seriam o sinal
molecular que deflagre o processo de reparacdo neural como resultado do

rompimento axonal que acontece imediatamente apos a lesédo do nervo.

Em um experimento com NGF, foi aplicado a neurdnios com axonotomia
e foi percebida a inversdo das mudancas do corpo celular vistas na cromatélise
(Otto et al, 1987). Em seguida a leséo, as concentracdes de NGF e NGF do
RNA mensageiro estavam aumentadas, padrdo consistente de substancias
neurotréficas. Acredita-se que macréfagos invasores ao sitio de lesdo
estimulam a producéo de NGF por meio da interleucina-1 beta, o que sugere
que o macréfago estd envolvido com fagocitose e regeneracdo. De forma
semelhante, foi demonstrado que as células de Schwann podem produzir

fatores neurotroéficos, inclusive NGF, no sitio de lesao.

Os fatores neurotroficos , bem como outras moléculas sinalizadoras para
as células nervosas, se ligam aos receptores de kinase de tirosina especificos
que transmitem um sinal que regula a ativacdo de genes. Receptores para o
NGF em grande numero nas células de Schwann formam as bandas de
Blngner depois da lesdo. O NGF que se liga a estes receptores nas células de
Schwann é apresentado aos brotos axonais. Este aporte de NGF pelo axénio é
transferido retrogradamente do cone de crescimento para o corpo celular,
provendo um estimulo continuo para o crescimento bem como um guia para o

axbnio em crescimento (Taniuchi et al, 1988).



A resposta do nervo periférico a lesdo € algo unico. Neurbnios do
sistema nervoso central ndo apresentam a mesma habilidade para
regenerarem as conexdes perdidas. Em lugar de reconstruir, neurdnios do
sistema nervoso central evitam a lesdo se fortalecendo e reprogramando
caminhos incolumes de forma que eles substituam as funcdes que foram

perdidas.

Os processos complicados da degeneracéo e regeneracdo dos nervos
periféricos so sdo entendidos em parte. No futuro, as investigacdes nesta area
renderdo informacées que possam conduzir a avangos cirlrgicos e
terapéuticos para o tratamento de les6es de nervos periféricos no sentido de
estimular o crescimento axonal de forma eficiente e especifica para o seu 6rgao
alvo com o retorno qualitativo da fungcdo. Uma das tentativas para tal € a

utilizacao de aloenxerto de nervo preservados em glicerol.

Preservacao de tecidos em glicerol:

O gliceral (1,2,3 propanotriol), também conhecido como glicerina, € um
alcool triidico de férmula molecular C3H803, liquido semiviscoso, incolor,
transparente, de leve odor, sabor adocicado, com peso molecular de 92,09. E
miscivel em agua e alcool, sendo insolavel em cloroférmio, éter, dleos fixos e
volateis. Sua densidade a 25 °c é de 1,249 g/cm3, com indice de refracdo a

20°c entre 1,4696 e 1,4726 (Pigossi, 1967).



O gliceroal foi utilizado inicialmente na preservacao de pecas anatdmicas,
tendo sido Laskowski, em 1885, o pioneiro no uso deste alcool. Laskowski
recebeu na época o prémio da Academia de Ciéncias de Caen por tal

procedimento.

Outros autores adotaram este método, porém foi com Giacomini (1878)
que este se tornou mais divulgado, pois fez uso do glicerol para conservacéo
de pecas anatdbmicas do sistema nervoso (medula e encéfalo), bem como para

uso complementar em refrigeracdo de cadaveres.

O (glicerol é capaz de desidratar o tecido, removendo a maior parte da
agua intracelular, sem, contudo, alterar a concentracdo ibnica das células,
sendo um eficiente fixador e protetor da matriz tecidual, pois inviabiliza as

células locais mantendo a arquitetura local.

A auséncia de reac0Oes inflamatorias agudas dos implantes preservados
em glicerol indica a baixa antigenicidade desse meio de conservacéao (Richters,

1996).

O glicerol é ainda um dos bons meios de conservacédo de tecidos por suas
propriedades antibactericina e antiviral, inclusive sendo eficaz para a
eliminagdo do virus HIV (Marshall, 1995). Diminui severamente a
antigenicidade, € de facil manuseio e baixo custo, sendo por estas razfes o
método de escolha utilizado em vérias instituicdes européias e outras partes do

mundo (Herson et al, 2002; Ferreira et al, 2000).

O glicerol a 20% foi aplicado na conservacdao de derme autdloga usada
como implante ndo causando infeccdo, conforme estudo realizado por

Crawford et al (1957). Também foi utilizada a temperatura ambiente na



preservacao de escleras (Sabates, 1967). O autor submeteu tratamento a 34
implantes, sendo que desses, 28 ndo apresentaram rejeicdo. Tornou-se na
década de 60 o método preconizado para conservacao de escleras pelos

bons resultados obtidos.

Em nosso meio, Pigossi em 1967, introduziu a conservacao de tecidos
com o uso de glicerol, a partir de experimentos com Dura-mater homoéloga,
armazenada a temperatura ambiente como substituto dural. Este autor relatou
neoformacdo nos implantes, auséncia de contaminacéo, auséncia de formacao
de granulomas de corpo estranho e auséncia de resposta imune local, sendo a
dura-méater material apropriado para implantes durais, mantendo inclusive
caracteristicas como resisténcia a tracdo e conservacdo de textura. Estudos
subsequentes avaliaram a manutencédo de varias propriedades imunoldgicas da

dura-mater conservada em glicerol a temperatura ambiente (Fiolova, 1976).

Apesar de seu potencial uso para conservacdo de diversos tipos de
tecidos e a versatilidade no preparo e manejo, a aplicacdo mais frequente do
glicerol é na conservacdo de pele homogena cadavérica. Feito por meio de
bancos de pele e tecidos serve para 0 uso como enxertos temporarios no

tratamento de queimaduras (Ghosh, 1997).

A técnica de preservacdo de pele de cadaver em glicerol foi aplicada
inicialmente com sucesso por Hoekstra e cols. no come¢o dos anos 80,
impulsionados pela insatisfacdo com o manejo e resultados obtidos até entdo

com a criopreservacao de pele de cadaver.

Os homoenxertos de pele de doador cadaver foram usados clinicamente

no Red Cross Hospital em Beverwijk (Holanda) em 1983. Seguidos relatos



provenientes deste centro, encorajaram e levaram a uma gradual aceitacdo e
popularidade desta metodologia em toda a Europa. De fronte a uma grande
demanda insurgente, o banco de tecidos, apoiado financeiramente pelo Dutch
Burns Fundation, se reorganizou e solidificou-se através da fundacdo do Euro

Skin Bank (ESB) em 1992.

A preservacdo de homoenxertos em glicerol é tecnicamente simples e
requer poucos meios e equipamentos para sua funcionalidade. Esse método de
preservacdo é efetivo como agente bactericida e antiviral, é intrinsecamente

seguro e estocavel em um refrigerador domeéstico por um longo tempo.
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Quanto a utilizacdo para preservacdo de vasos sanguineos, Farhner
(2004) conduziu um trabalho experimental em ratos wistar, avaliando a
concentracdo do glicerol e periodo de incubacdo na preservacdo de artérias
aorticas de ratos, utilizando uma série em baixas concentracdes (30, 50, 75%)
e uma série em altas concentracdes (70, 85 e 98 %). Comparou com casos
controle para investigar as alteracbes morfolégicas e funcionais na parede

desses vasos.

Esse estudo demonstrou que as caracteristicas biomecanicas da aorta do
rato, como resisténcia, e a estrutura da matriz extracelular encontravam-se
preservadas em suas caracteristicas apesar das duas formas distintas de
preservacado, ndo havendo diferencas nas caracteristicas histolégicas entre as
mesmas. Nao foi encontrado nenhum tipo celular local, o que é uma vantagem,
ja que provavelmente as células endoteliais seriam as responsaveis pelo

componente imunogénico do transplante arterial.



Isso torna a conservacdo de tecido vascular com glicerol um método
vantajoso em relacdo a outros métodos de preservacao, justamente pela baixa
imunidade dos tecidos tratados e pela conservacdo de suas propriedades
mecanicas, conservando um arcabouco estrutural vidvel para a realizacdo de

enxertos venosos. (Costa, 1995; Costa et al, 2006; Cunha e Costa, 2007).



MATERIAIS E METODOS

Quinze ratos machos da raca Wistar, com peso variando entre 200 e
300g, e idade ao redor de oito semanas foram divididos em trés grupos de
cinco animais. Com técnica microcirurgica criou-se um defeito de cinco mm no
nervo fibular da pata traseira direita dos animais. Os ratos, entdo, foram

subdivididos em trés grupos distintos, de acordo com o método de reparagao:

Grupo A: grupo controle; interposicdo imediata de auto-enxerto de nervo

fibular.

Grupo B: grupo com tratamento através de tubulizagdo com veia autdgena

conservada em glicerol.

Grupo C: grupo com tratamento através de interposi¢do de nervo alégeno
(proveniente de ratos Sprague-Dawney com peso, sexo e idade semelhantes

ao rato Wistar) entre os cotos do nervo fibular.

No grupo A (grupo controle), o defeito do nervo periférico foi corrigido pelo
reposicionamento de fragmento de nervo autdégeno retirado e ressutura na

orientacao original com mononylon 10.0.

No grupo B, inicialmente retiramos um segmento de 1 cm de veia jugular
interna, para ser conservada em glicerol a 98% por sete dias consecutivos e
refrigerado a 4 °c. ApGs sete dias, criou-se um intervalo de 5 mm no nervo
fibular e utilizou-se o segmento de 1 cm de veia jugular interna direita
autégena preservado em glicerol como condutor da regeneracdo axonal (

Cunha e Costa , 2007).



Nos animais do grupo C, os defeitos foram corrigidos através de enxertos
de nervo aldégeno extraidos de ratos da raca Sprague-Dawney e preservados

em glicerol a 98% por sete dias consecutivos e sob refrigeracdo a 4° c.
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Os animais foram submetidos a avaliacdo funcional e em seguida,
sacrificados seis semanas apés a cirurgia de correcdo do nervo fibular para
realizacdo dos estudos histoldgicos. A avaliacdo da recuperacdo funcional foi
feita por meio da técnica de andlise dos padrbes das pegadas impressas pelas
patas posteriores dos ratos (“walking track analysis”) nos periodos pré-
operatorios, pos-operatério imediato, na terceira semana de pés-operatorio e

no momento do sacrificio (seis semanas) (Tabela ).



GRUPO |DEFEITO |TRATAMENTO MOMENTO NERVO
DO
SACRIFICIO

A 5mm Auto-enxerto 6 semanas Fibular
n=6 (controle) (Rato

Wistar)
(Rato
Wistar)
1. B 5mm 2. Veia 6 semanas Fibular

autogena

n=6

(10 mm)(Rato
(Rato Wistar)
Wistar)
C 5mm 3. Nervo 6 semanas Fibular

Alégeno

n=6

(10 mm) (Rato
(Rato Sprague-Dawley)
Wistar)

Tabela 1: Grupos experimentais com a distribuicdo dos animais de
acordo com o tratamento.

Procedimento Cirargico

Em todos os procedimentos cirargicos os animais foram anestesiados

utilizando-se pentobarbital sédico, na dose de 5 mg/Kg por via intraperitonial.

No grupo A (grupo controle), o acesso ao nervo ciatico foi feito através de
uma incisdo na face posterior da pata traseira direita, com diérese cuidadosa
sob a musculatura ventral para se obter a exposi¢cdo do nervo ciatico em sua

porcdo média até a porcao distal de seus ramos: nervo fibular, sural e tibial,

conforme demonstrado na figuras 2 e 3.




Figura 2. Representacdo esquematica: tronco do nervo ciatico (NC), demonstrando suas

ramificagdes: (NT) nervo tibial posterior, (NS) nervo sural e (NF) nervo fibular.



Figura 3. Ramificagc6es do nervo ciatico: (NT) nervo tibial posterior, (NS) nervo sural e (NF) nervo

fibular. (10x)

Utilizando-se de instrumental microcirargico e sob magnificacdo com
aumento a 10 vezes, foram ressecados segmentos de nervo fibular, de modo a
se produzir defeito de 5 mm de extensdao a 5 mm distalmente da divisdo do

nervo ciatico. A figura 4 demonstra esquematicamente o modelo adotado.



"W ] NF

Figura 4. Demonstra a localizacdo exata de sec¢do do nervo fibular (NF) de 5 mm de comprimento
e a5 mm de sua origem no nervo ciatico.Tronco do nervo ciatico (NC), o nervo tibial posterior (NT)
e o nervo sural (NS).

O segmento ressecado foi ressuturado em sua posicdo (funcionando
como um enxerto de nervo autdgeno) com quatro pontos epineurais separados

com fio monofilamentar nylon 10-0 (Ethicon®) e agulha BV-6, conforme

demonstrado esquematicamente na figura 5.
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Figura 5. Modelo esquematico demonstrando o reposicionamento do segmento de nervo autégeno
previamente retirado através de sutura com fio monofilamentar de nylon 10.0. NC: nervo ciatico,

NF: nervo fibular, NS: nervo sural e NT: nervo tibial posterior.

Para o preparo do material a ser utilizado no grupo B, veias jugulares dos
ratos do mesmo grupo foram separadas para cada espécime, através de uma
incisdo na porgdo paramediana cervical e isolamento da veia jugular interna
com resseccdo de 1 cm de sua extensdo sendo ligados seus cotos distal e

proximal com fio de algodao 4.0, conforme figura 6.



Figura 6. Modelo esquematico da regido cervical anterior do rato, demonstrando a veia
jugular externa (VJE) e a musculatura cervical superficial. (M) — Masculo Masseter; (D) — Musculo
digéstrico; (MSH) - Musculo esternohiodeo; (VFP) — Veia Facial Posterior; (VFA) — Veia Facial

Anterior; (MC) — Masculo clavotrapezéide; (MEM) — MUsculo esternocleidomastoideo.

A sutura da pele foi feita com fio de nylon 6.0. As veias extraidas foram
tratadas em glicerol a 98 %, sendo conservadas em recipientes apropriados e
identificados para cada animal, tendo-se o cuidado de retornar a0 mesmo

animal, a mesma veia, ap0s o tratamento em geladeira a 4°c por sete dias.

Depois de sete dias, cada animal foi colocado em decubito ventral e
tricotomizado na por¢ao dorsal da pata direita. Através de uma incisdo na face

posterior da pata, fez-se a diérese da musculatura ventral até se obter a



exposicdo do nervo fibular desde a sua ramificacdo do nervo ciatico até

préoximo a regido do musculo extensor dos dedos.

Com auxilio de microscopio e instrumental microcirdrgicos, foram
ressecados segmentos do nervo fibular, de modo a se produzir defeito de 5 mm
de extensdo a 5 mm de sua origem do nervo ciatico . Entdo, apds lavagem
ostensiva das veias jugulares conservadas em glicerol, com soro fisiolégico a
0,9%, em temperatura ambiente, cada veia extraida, foi mantida em frasco
separado, contendo solucao de soro fisiolégico a 0,9%%, por 30 minutos, para

reidratacdo da mesma.

Em seguida, a veia jugular foi suturada ao nervo fibular através de um
ponto em “U” de fio monofilamentar nylon 10-0 (Ethicon®) com agulha BV-6,
passado em cada extremidade da seguinte maneira: de fora para dentro na
veia, atravessando o epineuro no coto do nervo e voltando na veia de dentro
para fora, devendo a veia cobrir 2.5 mm de cada coto do nervo. Procedimento
feito de forma igual em cotos proximal e distal. Em seguida, realizo-se o

fechamento por planos da musculatura e pele com fio de nylon 6.0. (figura 7)
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Figura 7. Modelo esquemaético da interposicdo de veia conservada em glicerol (grupo B) para
tubulizacéo de defeito de 5 mm em nervo fibular. Nota-se que o comprimento da veia é de 10 mm e
que esta recobre 2,5 mm do coto proximal e 2,5 mm do coto distal, além da fixagcdo em cada coto

com ponto em “u”.

Para a transferéncia de material para os animais do grupo C, Cinco Ratos
doadores Sprague—Dawley foram submetidos a exerese de fragmentos de
nervos fibulares para o preparo de nervos conservados em glicerol para que

fossem posteriormente utilizados como nervos aldégenos (aloenxertia de nervo).

A extracdo do nervo fibular para posterior transferéncia € realizada apos
anestesia do rato, com metodologia semelhante a utilizada para os grupos A, B
e C: retirada de segmento de 5 mm de nervo fibular da pata direita do rato,
apo0s exposicao cirurgica por diérese cuidadosa nos planos cirdrgicos, com o

rato posicionado em decubito ventral.

O fragmento de nervo fibular alégeno (raca Sprague-Dawley) permaneceu

estocado em tubo individual identificado com 20 ml de solucdo de glicerol a



98% e refrigerado em temperatura de 4°C por periodo de 7 dias. Antes da

realizacdo da enxertia, os nervos foram mantidos em solugcdo de soro
fisioldgico a 0.9% por 30 minutos.

A aloenxertia para o grupo C utilizou a mesma técnica de interposi¢do de

nervo aplicada no grupo A ja descrita anteriormente. Conforme demonstram as

figuras nimero 8 e 9.

y |-“
P 5 e
{ [Fate Sprogue-Downey
NT B |
. . '
i) Ne i s} |
4 J 3 r I|
- i NF & |
W NFS a—

L sSmm *‘

Figura 8. Modelo esquematico da interposicdo de nervo alégeno conservado em glicerol (grupo C)

para tratamento de defeito de 5 mm em nervo fibular de rato Wistar, apds sua retirada em rato
doador de espécie diferente (Sprague- Dawley) e conservagao por sete dias em glicerol a 98% em

refrigeracdo a 4 ° ¢ . NC: nervo ciatico, NFS: nervo fibular de rato doador, NS: nervo sural e NT:

nervo tibial posterior.
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Figura 9. Modelo esquematico demonstrando o reposicionamento do segmento de nervo alégeno
previamente retirado de rato Sprague-Dawley, através de sutura com fio monofilamentar de nylon
10.0. NC: nervo ciatico, NFS: nervo fibular de rato doador, NS: nervo sural e NT: nervo tibial

posterior.

Ao término do procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em
gaiolas separadas e com identificacdo conforme grupo, sob aquecimento, até
total restabelecimento de suas fungdes vitais. Nos dias subsequentes, foram

mantidos com agua e racao “ad libitum” até a data do sacrificio.

Os animais foram sacrificados através de eutanasia com uma sobre dose
de anestésico (pentobarbital sédico), por via intraperitonial. Os animais foram
desprezados em lixo bioldgico existente no Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo.



Avaliacao da Regeneracao Neural

A regeneracao neural dos grupos A, B e C foi avaliada com base em
analises de parametros histolégicos e também por meio de um teste funcional:
“walking track analysis” (De Medinacelli et al , 1982; Bain et al ,1989; Costa,

1995; Costa , 2006 ; Cunha e Costa, 2007).

Histologia Qualitativa

Para a andlise histoldgica, padronizou-se a coleta de fragmento da porcéo
média do segmento interposto, desta forma evitou-se a &area de sutura em

ambos os grupos.

O material foi fixado em solucdo de glutaraldeido a 2 % e em solucéo de
tetroxido de ésmio a 1%, incluido em resina pura de peroxido de bezoila a 1%
e hidroxietilmetacrilato. Realizou-se cortes transversais de 2 micras de
espessura, corados com azul de toluidina a 1%, para uma varredura mais

rigorosa.

Nos cortes analisou-se a arquitetura geral do nervo regenerado,
procurando-se identificar o padréo geral de organizacao do tecido neural dentro
dos enxertos venosos, o grau de mielinizacdo e da reorganizacdo axonal, a
disposicéo dos fibroblastos e do tecido conjuntivo epiperineurais, a presenca de
escape de fibras axonais para fora dos limites do epineuro e a analise da

reacao tecidual (Costa, 1996; Costa, 2006; Cunha e Costa, 2007).



Avaliacdo Funcional

O grau de recuperacdo funcional associado a regeneracdo neural foi
avaliado pelo estudo dos padrdes de deambulacéo dos ratos no pré-operatério
e no poés-operatorio (imediato, 3 semanas e no momento do sacrificio - 6
semanas), através da analise das pegadas impressas pelas patas posteriores
dos animais (“walking track analysis”), de acordo com o método previamente

descrito por De Medinaceli (1982) e modificado por Bain (1989).

Mergulharam-se as patas traseiras dos animais em tinta azul, sendo
colocados, um por um, para caminharem em um corredor sobre papel branco,
de modo a deixarem suas pegadas impressas. As folhas de impressao foram
identificadas para cada animal e o exame foi repetido sempre que se
considerou que as impressoes tivessem borrado, seja por excesso de tinta ou

por um deslize do animal no momento da caminhada.

Foram coletadas as distancias das impressdes entre o primeiro e quinto

dedos (extenséo dos dedos — ED) e o comprimento da pegada (CP) (fig. 10).

CP = Comprimento da pegada
ED = Extensdo dos dedos

Fig. 10 - Demonstram-se na impressédo da pata do rato as medidas necessarias para quantificagao

do indice de fung¢éo do nervo fibular. (De Medinaceli, 1982).



Estes dados foram colhidos para os célculos dos indices de fungdo do
fibular (IFF) de cada animal, utilizando-se a féormula proposta por Bain et al

(1989):

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

onde:

CPO = comprimento da pegada da pata operada
CPN = comprimento da pegada da pata normal
EDO = extensao dos dedos da pata operada
EDN = extensdo dos dedos da pata normal

sendo:

IFF = préximo a zero — fungcdo motora normal do nervo fibular

IFF = proximo a -100 — completa disfuncao.

Utilizando-se dos dados apresentados pelos grupos em relagcéo ao IFF do
poOs-operatorio e submetendo-os a analise estatistica pelo método de variancia
com medida repetida e um fator, seguida de comparacées mdultiplas pelo
método de Bonferroni, foi demonstrado a variacao do IFF em relacdo ao tempo

de pos-operatorio (Costa, 1996; Costa, 2006; Cunha e Costa, 2007).



RESULTADOS

Durante as seis semanas do estudo, todos 0s animais mantiveram-se
saudaveis, ndo tendo sido observada infeccdo da ferida cirdrgica, nem a

presenca de Ulceras plantares neuro-distroficas.

No momento do sacrificio, o Grupo A (auto-enxerto), demonstrava
macroscopicamente, enxertos intactos, sem neuromas visiveis nas linhas de

sutura e pouca aderéncia a tecidos adjacentes.



O Grupo B (veia autdgena + glicerol) apresentou pouca aderéncia entre
as veias e os tecidos adjacentes, com uma fina camada de tecido fibroso
envolvendo externamente as veias. Nao foram observados neuromas ou

colabamento das veias.

No grupo C (nervo alégeno + glicerol) também ndo se observaram
neuromas e havia pouca aderéncia a tecidos adjacentes, de forma muito

semelhante ao grupo A (auto-enxerto).

Analise Histoldgica

Na analise microscopica das laminas do Grupo A (auto-enxerto) nota-se
gque 0 auto-enxerto conservou O epineuro, caracterizado pela presenca de
células fusiformes e uma bainha fibrosa delgada. No interior deste involucro é

possivel delimitar a presenca de vasos sanguineos em pequena quantidade.

Visualizaram-se pequenos fasciculos contendo axdénios mielinizados e
de tamanhos variados. A degeneracdo walleriana esta presente, mas em

pequeno namero de axénios. Evidencia-se também o escape de fibras axonais



mielinizadas para fora dos limites do epineuro em todos os 5 animais do grupo

(figuras 11 e 12).

Figura 11. Grupo A (auto-enxerto): escape de fibras regeneradas para fora dos limites do epineuro

do auto-enxerto (200X).




Figura 12. GRUPO A (auto-enxerto). Minifasciculos de ax6nios, em sua maioria, mielinizados e de

variados didametros. (400x).

Nos cinco animais do Grupo B (veia autégena+ glicerol) houve menor
reacao tecidual perineural e menor quantidade de escape axonal quando
comparada ao Grupo A (auto-enxerto). As veias conservadas em glicerol
apresentaram sua estrutura preservada e facilmente distinguivel do tecido
neural. Nota-se uma grande quantidade de vasos neoformados em permeio
aos fasciculos formados pelos axénios neurais, esses, em sua grande maioria,
mielinizados, porém de diametro relativamente inferior e contendo menos
axbnios em comparacédo aos fasciculos do grupo A (auto-enxerto) (figuras 13 e

14).



Figura 13. Grupo B (veia autdgena + glicerol): corte histolégico com presenca de pequena reagéo

tecidual perineural e escape axonal fora dos limites do epineuro (200X).




Figura 14. Grupo B (Veia autdgena + Glicerol): Demonstra-se minifasciculos de axdnios, a sua

maioria mielinizados e de didmetros variados. (400x).

No Grupo C (nervo alégeno + glicerol) os achados histolégicos foram
semelhantes aos encontrados no grupo B (veia autdgena + glicerol). O
aloenxerto conservou o0 seu epineuro, sendo possivel a visualizacdo de uma
bainha fibrosa localmente. No interior deste invllucro notamos a presenca de
neoangiogénese em peguena quantidade. Os fasciculos formados pelos
agrupamentos de axénios eram pequenos, com poucas fibras axonais, em sua
maioria mielinizadas e de diametros variados. A degeneracdo Walleriana de
fibras axonais estava presente, mas em pequena quantidade. O escape de
fibras axonais mielinizadas para fora dos limites do epineuro e a reacgao
tecidual perineural foram de baixa intensidade e inferiores em relacdo ao grupo

A (auto-enxertia) (figuras 15 e 16).



Figura 15. Grupo C (aloenxerto de Nervo + Glicerol): corte histolégico com presenca de pequena

reagdo tecidual perineural e escape axonal fora dos limites do epineuro (200X).



Figura 16. Grupo C (nervo alégeno + glicerol): Disposicéo dos axénios em minifasciculos, em

grande parte, mielinizados e de variados didmetros (400x).

ESTUDO FUNCIONAL

A figura 17 mostra a representacdo de uma pegada normal da pata
traseira direita antes do momento operatério, e a figura 18 mostra o aspecto
das pegadas dos ratos no pdés-operatério imediato, 3 e 6 semanas apos

tratamento dos trés grupos avaliados.



Figura 17. Aspecto normal da pegada da pata traseira direita dos ratos no pré-operatério (sem

lesdo do nervo fibular).

Figura 18. Aspecto das pegadas dos ratos no pré e pés-operatério dos trés grupos.



Na figura 18 é possivel ver a evolu¢cdo do comprimento da pegada e da
extensdo dos dedos durante os periodos de poés-operatério imediato, 3 e 6

semanas de pés-operatorio.

Os valores médios dos IFF (indice de funcdo do nervo fibular), no pré-
operatorio e no pds-operatério (imediato, 3 e 6 semanas), calculados para cada

grupo estdo apresentados na tabela 2 e representados no grafico 1.

Tabela 2: Medidas descritivas de IFF, em cada grupo, ao longo do tempo.

Grupo Pré op P6s op 3semanas 6 semanas
Auto-enxerto Média -7,79 -88,96 -63,79 -24,51
DP 0,23 8,01 6,59 10,79
Minimo -8,10 -102,23 -74,60 -37,40
Maximo -7,57 -80,74 -57,13 -13,38
Veia Autégena + glicerol Média -6,30 -83,57 57,68 -27,36
DP 2,42 9,08 12,75 11,43
Minimo -8,26 -95,79 -68,06 -40,73
Maximo -2,80 -73,50 -41,61 -11,57
Nervo Alégeno+ glicerol Média -7,67 -96,04 -71,76 -34,36
DP 2,87 7,50 7,24 14,48
Minimo -11,41 -107,87 -80,24 -53,44

Maximo -3,34 -87,76 -64,36 -17,03




X}

IFF

*
—— Auto-enxerto

i x —— Nervo aldgeno + glicerol
a —— Veia autdégena+ gliceral

: \ T T T

Pré operatorio Pads imediato 3 semanas 6 semanas

Tempo

Grafico 1. Perfis médios da variavel IFF em cada grupo durante o tempo de estudo, iniciado no pré-
operatdrio e 0 seguimento no pés-operatdrio imediato, 3 e 6 semanas

A andlise estatistica da recuperacdo funcional determinada pelo IFF
(indice de fungcd@o do nervo fibular) foi realizada pelo o modelo de andlise de
variancia com medidas repetidas (Winer, 1971) e o método de comparacdes

multiplas de Bonferroni (p<0.05).

Os IFF observados no pré-operatoério foram: no Grupo A (auto-enxerto) em
média de — 7,79 +- 0,23; no Grupo B (veia autégena + glicerol) de — 6,30 +-

2,42 e no Grupo C (nervo alégeno + glicerol) de — 7,67+- 2,87.

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa

entre os trés grupos em relacéo IFF no pré-operatdrio.

Os IFF do pos-operatorio imediato foram, respectivamente, em média:
Grupo A (auto-enxerto) — 88,96+- 8,01; Grupo B (veia autégena + glicerol) —
83,57+-9,08 e no Grupo C (nervo alégeno + glicerol) -96,04+- 7,50. A analise
estatistica ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os trés

grupos em relacdo ao indice IFF no pés-operatoério imediato.



Os IFF do pés-operatério dos trés grupos em 3 semanas foram,
respectivamente, em média: Grupo A (auto-enxerto) — 63,79+-6,59 ; Grupo B
(veia autogena + glicerol) — 57,68+- 12,75 e no Grupo C (nervo alégeno +
glicerol) — 71,76+-7,24. A andlise estatistica ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos em relacdo IFF no poés-

operatorio de 3 semanas.

Os IFF do pés-operatorio de seis semanas foram, respectivamente, em
média: Grupo A (auto-enxerto) — 24,51+- 10,79; Grupo B (veia autdgena +
glicerol) - 27,36+- 11,43 e no Grupo C (nervo alégeno + glicerol) — 34,36+-
14,48. A analise estatistica ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa

entre os trés grupos em relacéo ao IFF no p6s-operatdrio de 6 semanas.



DISCUSSAO

A auto-enxertia de nervo é o tratamento cirdrgico de escolha para os casos
de lesdes de nervos que acometam um segmento maior do que aquele onde

seja possivel realizar reaproximacao simples e rafia com fio micro cirargico.

No entanto, criticas devem ser feitas a esta metodologia principalmente
pela morbidade que pode ser produzida ao se retirar um segmento de nervo
autdlogo de uma regido antes normal. Esta retirada produz um déficit com
varias repercussodes clinicas locais, dentre elas, parestesia e dor crénica na

regiado de coleta do nervo doador (ljpma et al, 2006).

Também é importante frisar que a auto-enxertia ndo € aplicavel a todas as
intervencdes cirdrgicas de reparacdo de nervos periféricos, principalmente
quando a quantidade de nervo autdgeno disponivel é insuficiente para cobrir as
distancias a serem reconstruidas ou pela necessidade de multiplos reparos na
correcdo de lesdes de nervos calibrosos (Colohan et al, 1996; Terzis et al,

2007).

O indice de sucesso da técnica de auto-enxertia em relacdo ao nivel de
recuperacado funcional alcancado nem sempre € satisfatério, ou por vezes, €
comparavel a resultados de outras técnicas, como uso de tubos sintéticos,
veias frescas, veias invertidas e vasos conservados em glicerol. (Lundborg et al
1981 e 1982, Garrity et al, 1955; Brunelli, 1982 e 1987; Chiu et al, 1982; Rice e
Berstein, 1984; Costa, 1995; Costa et al, 2006; Cunha e Costa, 2007). Outro
fato importante € que a coleta de um nervo autdégeno para enxertia ha um

acréscimo no tempo cirargico. (Rappaport et al, 1993).



A procura por novas técnicas que substituissem a enxertia de nervo para
tratamento de grandes perdas de tecido neural sem os danos causados a area
doadora, perda de tempo cirargico e melhora dos resultados funcionais se
torna cada vez mais uma tendéncia na Literatura sobre regeneracdo neural.
Uma dessas possibilidades € a utilizacdo de nervos alégenos preservados em

glicerol realizado nesse trabalho.

Quanto ao modelo experimental, o rato como animal de escolha ja foi
utilizado por varios estudos na Literatura, sendo sua utilizacdo propicia na
realizacdo de experimentos com nervos periféricos. A disponibilidade de
espécimes, 0 seu manuseio e cuidados ja sdo muito bem conhecidos e
documentados. (Rosen et al, 1983; Seckel et al, 1984; Keeley et al, 1991;
Phan et al,1991; Buttemeyer et al, 1995; De medinacelli et al, 1995; Eang et al,
1997; Carter et al , 1998; Doolabh et al , 1998; Gold et al, 1999; Hazari et al,

1999).

O uso de anestesia com o pentobarbital sédico por via intraperitonial para
0 rato em estudos experimentais jA € aceito e corrente ha varios anos em
estudos de nervos periféricos (Zhang et al, 2005; Costa et al, 2006; Cunha e

Costa, 2007).

O microscopio como ferramenta fundamental na manipulacdo dos nervos
periféricos e realizacdo de suturas ja era citado como peca indispensavel nos
trabalhos de Stancic et al, em 1998. A sutura do tipo epineural com pontos
simples de fio microcirdrgico também é técnica encontrada em diversos
trabalhos experimentais (Carter, 1998; Davison, 1999; Hazari et al, 1999; Tuma

Jr, 1997).



Outra vantagem de experimentos feitos com ratos é a possibilidade de
estudo da andlise funcional do nervo ciatico ou de seu ramo tibial ou fibular por
meio da técnica de “Walking track analysis”, metodologia bastante conhecida e
utilizada no meio cientifico. Estabelecida inicialmente por De Medinacelli, trata-
se de um teste nédo invasivo, rapido e de custo baixo que pode ser utilizado
antes do tempo operatorio e durante o periodo de recuperacédo funcional (Wang
et al, 1993; Buttemeyer , 1995; De Medinacelli, 1995; Doolabh e Mackinnon ,

1999; Kayikcioglu et al, 1999; Mohammad et al , 2000).

Em 1989, Bain et al, modificaram a metodologia de De Medinacelli para
possibilitar a diferenciacdo de lesdes de nervo ciatico, nervo tibial posterior e
nervo fibular. Dessa forma, tornaram possivel o desdobramento do exame e
trouxeram a possibilidade de alteracdes metodoldgicas que privilegie um s6
tipo de lesdo, ao contrario da lesdo total do nervo ciatico. Esse fato inclusive
facilita analise de resultados, permitindo a comparacdo entre diversas técnicas
de reparacdo neural (Seckel et al, 1984; Buttemeyer, 1995; De Medinacelli,
1995; Gold et al, 1995; Wang et al, 1997; Doolabh e Mackinnon, 1998; Davison,
1999; Fansa et al, 1999; Hazari et al, 1999; Madison, 1999; Mohammad et al,

2000; Cunha e Costa, 2007).

Quanto a metodologia utilizada na abordagem cirdrgica desse
experimento (padronizacdo do tamanho do defeito de 5mm em nervo fibular,
auto-enxerto como grupo controle e tubulizacdo com veias autdgenas
conservadas em glicerol) foi semelhante as realizadas por varios outros autores
da literatura (Seckel et al, 1984; Fields et al, 1989; Keeley et al, 1991;
Buttemeyer, 1995; Hazari et al, 1999; Li et al, 2004; Zhang et al, 2005; Costa et

al, 2006; Cunha e Costa, 2007).



A técnica de preparo dos cortes histoldgicos utilizando a fixacdo com
tetroxido de 6smio e azul de toluidina € considerada a melhor técnica para a
preservacao e estudo da bainha de mielina em nervos periféricos (Rosen et al,
1983; Bora et al, 1987; Buttemeyer, 1995; Wang et al, 1995; Doolabh e

Mackinnon, 1998; Kitahara et al, 2000; Costa et al 2006; Cunha e Costa, 2007).

Quanto aos periodos de analise funcional e andlise histolégica (de 3 e de
6 semanas para o sacrificio) € o mesmo utilizado por varios autores e é
baseado no tempo decorrido para que o axonio atinja o coto distal do nervo
fibular (Stancic et al, 1998; Fansa et al, 1999; Costa et al, 2006; Cunha e

Costa, 2007).

Em relagdo a esse fato, Tseng em 2003 classificou as alteragdes
histoldgicas da regeneracdo do nervo periférico de ratos em relacdo ao fator
tempo nas seguintes fases: 12. Fase de hematoma (1 a 7 dias apés a lesdo);
22, Fase de migracdo celular (7 a 14 dias); 32. Fase de crescimento axonal (11
a 31 dias); 42. Fase de mielinizacdo e maturacao (apés 31 dias). Desta forma,
nesse estudo, os animais foram avaliados com 6 semanas, ou seja, na fase
final de mielinizacdo e maturacdo do nervo fibular reconstruido (Tseng et al,

2003).

Com relacao a determinacdo dos grupos experimentais, temos: o grupo A
(auto-enxerto) é o tratamento de escolha para a reparacao de lesbes de nervos
com perda de substancia suficiente para impedir reaproximacao e sutura de
bordos (Sunderland et al, 1978; Brunelli et al, 1994); o grupo B(veia autdgena
conservada em glicerol) € um método alternativo para enxerto de nervos,

servindo como tubo condutor para reparo de pequenos defeitos neurais com



resultados semelhantes ao auto-enxerto (Wolff et al, 1990; Cunha e Costa,
2007); o grupo C (aloenxerto de nervo conservado em glicerol) € um método
com apenas uma citacdo prévia na literatura meédica (Wolff et al, 1993) e com

resultados semelhantes a auto-enxeria.

= 7

E importante ressaltar que o meétodo de tubulizacdo apresentados nos
grupos B(veia autdgena conservada em glicerol) e C(aloenxerto de nervo
conservado em glicerol) apresentariam algumas vantagens em relacao a auto-
enxertia: auséncia de sequela neural da area doadora, menor tempo cirlrgico e
a possibilidade de grandes areas doadoras na corre¢cdo de grandes perdas de

tecido neural.

E fato que o tubo condutor pode ser utilizado como alternativa ao enxerto
de nervo para correcédo de defeitos inferiores a 2 cm. (Dellon , 1995; Dellon e
Mackinnon, 1988; Phan et al, 1991 , Cunha e Costa , 2007). Pode-se, por
exemplo, optar durante uma exploracéo cirargica, por um debridamento mais
intenso para diminuir a formacao de cicatrizes indesejaveis e evitar 0 excesso
de tensdo entre os cotos tratados através da tubulizacdo, melhorando os

resultados funcionais.

Qualquer que seja 0 material do conduite ou tubo, 0 mesmo precisa
apresentar um nivel de flexibilidade compativel com o local de reparo, ou seja,
precisa conferir protecdo ao nervo em regeneracdo durante o processo de

reinervacao, sendo resistente a mobilizacao.

Deve permanecer no local, sem se degradar por todo o periodo
necessario para que os axonios cresgam e atinjam o 6rgdo alvo (Hazari et al,

1999; Kitahara et al, 2000).



Também € importante ressaltar que o material utilizado deve oferecer a
menor resposta inflamatéria possivel, para que nédo crie debris ou obstaculos
locais que lentifiquem o crescimento axonal ou adiram estruturas vizinhas ao
sitio de reparo como, por exemplo, os tenddes, propiciando déficits motores

locais.

A veia jugular externa foi utilizada em varios estudos relacionados a
reconstrucdo de nervos (Allet et al, 2003; Ulkur et al, 2003; Cunha e Costa,

2007), sendo sua anatomia amplamente conhecida.

O seu comprimento médio é de 45 mm (variando entre 42 a 48 mm) e o
seu didmetro é variavel entre 1,7 +- 0,4 mm na porcao proximal e 1,4 +-0,5 mm
na sua porcdo distal. A espessura média da parede da veia é de 250
micrébmetros. Também foi demonstrado que essas medidas sdo compativeis
com as medidas do nervo fibular para a reconstrugdo em ratos (Wolff et al,

1990; Cunha e Costa, 2007).

Alguns autores relataram sucesso na reparacao de nervos com 0 uso de
enxertia de veia em seres humanos, como por exemplo, 0 uso em reconstrucéo
de nervos sensitivos em defeitos com até 3 cm(Tang et al, 1993; Malizos et al,

1997; Nahabedian et al, 1998; Stahl et al, 1999).

Relacionou-se ao sucesso deste tipo de reparacéo a presenca do fator de
crescimento de células endoteliais (fator angiogénico), que é semelhante ao
encontrado nas células de Schwann, como um dos agentes que favoreceriam a
regeneracao do nervo lesado. A veia também serviria como prote¢do ao tecido
cicatricial que pudesse invadir o sitio de lesdo e dificultar ou impedir a

regeneracao neural (Chiu et al, 1982; Suematsu et al, 1988; Chiu et al, 1990).



Ja a utilizacdo de enxertos aldgenos pode ser considerada com uma
alternativa de reconstrucao quando ha, sobretudo, uma grande perda de tecido

neural (Millesi et al, 1972).

O principal motivo para o insucesso deste procedimento seria 0 alto grau
de antigenicidade produzido, sendo necessaria a utilizacdo de
imunossupressores, sob o risco de forte rejeicdo local com a suspensédo
precoce do mesmo (Zalewski e Gulati, 1980; Lassner et al, 1989; Tuma Jr et al,

1998).

Ha vérios relatos na literatura cientifica sobre o efeito do FK506 como
imunossupressor eficiente para uso em reparos utilizando nervos alégenos e
xendgenos em estudos experimentais, mesmo quando a sua administragéo é

temporéria. (Buttemeyer et al, 1995; Hebebrand et al, 1997; Costa et al, 2006).

Uma alternativa para a ndo utilizacdo dos imunossupressores seria a
utiizacdo de substancias que além de conservarem o tecido aldégeno,
diminuiriam a sua antigenicidade. A conservacao de tecidos em glicerol surgiu

para ocupar esta lacuna.

Inicialmente a conservacdo em glicerol foi utilizada para conservar pele
(Crawford, 1957; Granger, 1981; Friedmann, 1986; Hansbrough, 1982; Doughty
et al, 1996; Ghosh et al, 1997; Farrington et al, 2002). Porém, outros tecidos
foram conservados com sucesso, destacando-se dura-mater (Puig e Verginelli,
1971; Stolf e Zerbini, 1972; Haddad et al, 1973; Nogueira e Pigossi, 1973;
Cavalcanti et al, 1974), vasos sanguineos (Wolff et al, 1990; Farhner ET al,

2004) e nervos (Wolff et al, 1993).



Na avaliacdo dos resultados histolégicos, o grupo A (auto-enxertia)
demonstrou a presenca de escapes axonais, demonstrando que apesar da
presenca do epineuro e dos fatores neurotroficos locais, estes ndo foram

capazes de dirigir todas as fibras axonais em crescimento para o 6rgao alvo.

Como demonstrado em varios relatos prévios na literatura cientifica, a
regeneracao neural ndo obtém a recuperacédo total do nervo acometido apés o
reparo da lesd@o devido a varios problemas. Dentre os principais fatores, temos:
tecido cicatricial, debris, retracdo do epineuro, degeneracdo Walleriana,
diminuicdo da quantidade de fibras mielinizadas, decréscimo do didmetro das
fibras axonais, presenca de células de Schwann e interferéncias de estruturas

proximas ao sitio de lesédo e ao 6rgao alvo (Burnett and Zager, 2004).

Uma variagdo consideravel entre os tamanhos dos fasciculos e a
presenca de degeneragao Walleriana, mesmo que em pequena quantidade, vai
de encontro aos relatos prévios de varios autores em relacdo a regeneracao e

0 uso de auto-enxertos (Wolff et al, 1990; Costa, 2006; Cunha e Costa, 2007).

Na analise histolégica do Grupo B (veia autégena conservada em glicerol)
foi observada uma menor reacéo tecidual perineural em relagcdo ao grupo A
(auto-enxertia). Esse fato provavelmente esta relacionado a conservacdo em
glicerol, que destruiu as células da camada intima da veia, bem como as
células musculares da camada média , tornando-a uma estrutura de baixa

antigenicidade (Wolff e Dienemann, 1990; Farhner et al, 2004).

Houve também no grupo B (veia autdégena conservada em glicerol) um
menor escape de axodnios para fora dos limites da veia, devido provavelmente

ao fato do arcabouco da veia rica em colageno e laminina guiarem melhor o



crescimento axonal a extremidade distal do nervo lesado (Cunha e Costa,
2007). Outro aspecto que pode ter contribuido é o fato de que a tubulizac&o
elimina a necessidade de sutura entre os cotos do nervo, determinando uma
menor reacao inflamatoria local (Wolff et al, 1990; Costa et al, 2006; Cunha e

Costa, 2007).

No grupo B (veia autégena conservada em glicerol) demonstrou a
presenca de mini fasciculos neurais, em sua grande maioria, mielinizados e a
presenca de degeneracdo Walleriana em pequena quantidade, conforme
relatos prévios na literatura cientifica (Wolff et al, 1990; Costa et al, 2006;

Cunha e Costa, 2007).

O Grupo C (nervo alégeno conservado em glicerol) demonstrou uma baixa
resposta inflamatoria, caracterizada por uma reacdo perineural de baixa
intensidade e menor se comparada ao grupo A (auto-enxertia). Também
demonstrou a presenca de axdnios, em sua maioria mielinizados, dispostos em
minifasciculos, fibras neurais com grande variacdo de diametros permeados

por vasos sanguineos e degeneracao Walleriana.

Foi observada uma menor quantidade de escapes para fora dos limites do
nervo se comparadas ao Grupo A (auto-enxertia) e semelhante ao grupo B
(veia autogena conservadas em glicerol). As explicacbes para esses fatos se

devem as mesmas razdes que as ja discutidas no Grupo B.

Em relacdo aos dados histologicos obtidos no Grupo C (nervo alégeno
conservado em glicerol) fica dificil sua comparacdo com dados da literatura,
uma vez que o Unico experimento realizado com nervo alégeno conservado em

glicerol a 98% (Wolff et al 1993) foi feito com nervo femoral e nao fibular como



nesse experimento. Varias outras diferencas entre os trabalhos serdo descritas

a seguir e merecem destaque, tornando esse experimento singular.

Wolff et al em1993 utilizou aloenxerto de nervo preservado em glicerol a
98% para corrigir lesdo de 10 mm em nervo femoral de ratos. Esse
experimento utilizou um nervo mais calibroso e defeitos maiores que o0s
utiizados no experimento com o nervo fibular (leséo de 5mm), sendo
necessario um tempo maior para se obter a regeneracdo e uma maior
complexidade nas analises histolégica e funcional, pela maior quantidade de

fibras presentes no nervo femoral.

Varios estudos corroboram a afirmacéo de que experimentos realizados
com nervos menos calibrosos e com funcdo mais especifica sdo mais faceis de
serem analisados e mais fidedignos que aqueles realizados com nervos de
maior calibre em nervos periféricos de membros inferiores em estudos
experimentais de ratos (Bain et al, 1989; Kerns et al, 2005; Cunha e Costa,

2007).

Outro ponto a ser considerado € a diferenca entre os periodos propostos
para a conservacao dos aloenxertos no estudo com o nervo femoral (Wolff et

al, 1993) em relacéo aos utilizados nesse experimento.

Wolff et al realizou seu experimento com aloenxertos de nervo femoral
retirados de ratos Fisher, conservando-os em glicerol a 98% por 100 a 147 dias
em refrigeracdo a 4° ¢ seguido por breve periodo de 30 minutos de imersao em
solucéo fisiolégica simples (NaCl a 0,9%). Logo apos, esses segmentos foram

utilizados no reparo de nervos femorais de ratos Lewis.



Nessa dissertacdo, aloenxertos de nervo fibular foram retirados de ratos
Sprague-Dawley e conservados em glicerol a 98% pelo periodo de 7 dias em
refrigeracdo a 4° c seguido por breve periodo de 30 minutos de imersdo em
solucéo fisiologica simples (NaCl a 0,9%). Depois, esses segmentos foram
utilizados no reparo de nervos fibulares de ratos Wistar. A partir dos dados
obtidos neste estudo, verificou-se que o tempo de conservacao de 7 dias é
suficiente para diminuir a resposta imune ao aloenxerto de nervo fibular de rato.
Uma conservacao eficiente para aloenxertos fibulares com um tempo pequeno

de exposicdo ao glicerol torna esse trabalho inédito na Literatura Médica.

bY

Em relacdo a avaliagdo funcional, realizada com a metodologia do
“Walking Track Analysis” nesse estudo, os valores médios do IFF (indice de
funcdo do fibular) no pré-operatério dos trés grupos avaliados nao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa. Esse dado permite
conferir uma homogeneidade ao padrdo de deambula¢édo no pré-operatério dos
3 grupos e, posteriormente, permitir a comparacédo do ponto de vista funcional

dos tipos de tratamento empregados para correcao do defeito do nervo.

Os dados da média do IFF do pds-operatério imediato dos trés grupos
foram submetidos a analise estatistica e ndo se determinou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Essa auséncia de diferenca
indica que, de maneira semelhante, todos os ratos foram submetidos ao
mesmo tipo de lesdo neural (realizado através da resseccdo de 5mm de nervo)

e possibilita a comparacao da recuperacao funcional entre os grupos.

Com 3 e 6 semanas de pos-operatorio nao houve diferenca

estatisticamente significativa do IFF entre os 3 grupos analisados Entéo,



independente do método utilizado para o tratamento do defeito do nervo, ndo
houve diferenca estatistica na recuperacdo funcional dos animais em nenhum

periodo avaliado.

E importante frisar que com esses dados fica plausivel dizer que o glicerol
diminuiu de tal sorte a antigenicidade do aloenxerto que permitiu resultados

semelhantes ao da veia autdgena e da prépria auto-enxertia.

A andlise funcional realizada no experimento de Wolff et al (1993) foi por
estudo eletrofisioldgico ap6s 3 e 6 meses do pds-operatdrio, através de
eletrodos de estimulacéo e de leitura distando 2,5 cm entre si, localizados no
musculo quadriceps femoral, com o registro de 20 potenciais de agdo muscular
Calculou-se entdo a média desses potenciais para cada rato do estudo. N&o
houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo da auto-enxertia e

do aloenxerto. ( p< 0.05).

Apesar das metodologias de avaliacdo e os nervos serem diferentes, nos
dois trabalhos ndo se evidenciou diferenca estatisticamente significativa do
ponto de vista funcional entre a reparacao realizada com auto-enxertia e com o

aloenxerto.

Faz-se necessaria a pesquisa continua por alternativas vidveis a auto-
enxertia de nervos. As perspectivas em relacdo aos tecidos conservados em
glicerol séo cada vez melhores, pois demonstraram baixa antigenicidade, baixo

custo, facilidade de manipulagéo e de preparo.

A oportunidade de se utilizar aloenxertos de nervos com caracteristicas
estruturais muito similares aos dos auto-enxertos e com recuperacao funcional

semelhante a obtida com esse tratamento, torna-se alternativa extremamente



vantajosa na reparacao de nervos periféricos com perda de substancia. A fonte
de um tecido que ndo se esgota encoraja ainda mais que novas pesquisas

sejam realizadas nessa linha de pensamento.



CONCLUSOES

Baseado na analise histolégica e na avaliacdo funcional da regeneracéo

neural obtida para a correcdo de defeitos de 5mm em nervos fibulares de Ratos

Wistar em cada um dos grupos estudados (Grupo A- Auto-enxertia de nervo;

Grupo

B- Veia autégena conservada em glicerol e Grupo C-Nervo alégeno

conservado em Glicerol, pode-se concluir que:

1 - Analise Histoldgica:

A-

Em todos os grupos observaram-se pequenos fasciculos contendo
axonios mielinizados e de tamanhos variados e degeneracao Walleriana

em pequeno nimero de axénios.

Nos grupos B (Veia autdégena conservada em glicerol) e C(Nervo
alébgeno conservado em glicerol) o escape de fibras axonais
mielinizadas para fora dos limites do epineuro que foi menor que o do

grupo A (Auto-enxertia).

Nos grupos B (Veia autdégena conservada em glicerol) e C (Nervo
alégeno conservado em glicerol) houve a formacdo de um processo
inflamat6rio menos intenso quando comparado ao grupo A (Auto-

enxertia)l.



2 — Avaliacdo Funcional:

A- N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre as
recuperacdes funcionais do nervo fibular independente do tipo de
reparacdo utilizada: auto-enxertia, veia autdgena conservada em

glicerol e nervo alégeno conservado em glicerol.
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