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IMPLANTE DE TUBO DE SILICONE COM E SEM COLAGENO NA REGENERACAO
DE NERVOS DE EQUINOS

RESUMO - A reparacéo de nervos em seres humanos, em caes e em diversos animais
de laboratério € bastante utilizada e tem indicagdes clinicas e experimentais. Em
eqlinos, relata-se formagéo de neuromas e excessiva proliferagcao de tecido conjuntivo.
O presente estudo teve o objetivo de acrescentar informag¢des sobre o processo de
regeneracao de nervos periféricos em equinos por meio de implante de tubo de silicone
preenchido ou ndo com colageno. Para tanto foram utilizados oito equinos, alocados em
dois grupos: Gl — 13 semanas e Gll — 26 semanas de observacéo. Foi realizada a
fixagdo parcial dos nervos ulnares (nn.u) e dos ramos cutaneos laterais dos 17° nervos
toracicos (nn.t) ao tubo de silicone, bilateralmente, seguido de sec¢do completa e
reparacédo, realizada em cada animal, alternando-se tubos de silicone vazios (TS), em
um dos antimeros, e preenchidos com solucdo de colageno (TSC), nos nervos
contralaterais, deixando-se espagco de 5mm entre os cotos. Avaliaram-se os animais
semanalmente pelo teste de sensibilidade cutanea da regi&o inervada pelos respectivos
nervos e exame fisico do aparelho locomotor até o final do periodo de observacdo. Nao
foram observadas alteragdes no exame fisico do aparelho locomotor e as primeiras
reacdes positivas ao teste de sensibilidade cutanea nos nn.u e nos nn.t reparados com
TS e TSC, foram observadas a partir da 92 semana, em ambos os grupos. Ao final do
periodo de observacgao, verificou-se, macroscopicamente, que os nervos encontravam-
se envolvidos por tecido conjuntivo e o interior da camara preenchido por tecido de
coloragdo esbranquicada, de forma cilindrica, interligando os cotos proximal e distal.
Microscopicamente, constatou-se a presenga de axdénios mielinizados interligando os
cotos, células de Schwann e processo de remielinizacdo do coto distal, principalmente
nos nervos com TSC. Concluiu-se que o implante de tubo de silicone conduz a
regeneracdo de nervos sem formacdo de neuromas, com reduzida proliferacao
conjuntiva e que a adiicdo de colageno promove aumento de fibras mielinizadas,
possibilitando o modelo equino para reparagéo de nn.u e de nn.t.

Palavras-chave: regeneragéo de nervos, implante, tubo de silicone, coladgeno, equino.



IMPLANT OF SILICONE TUBE WITH OR WITHOUT COLLAGEN IN NERVE
REGENERATION OF HORSES

ABSTRACT — Nerve repair in humans, dogs and laboratory animals is widely utilized on
clinical and experimental purposes. Neuroma and excessive conjunctive proliferation
are reported in horses. The aim of the present study was to add information about
the regeneration process utilizing implant of silicone tubes with or without collagen in
nerve regeneration. Eight horses were allocated in two groups: Gl - 13 weeks and
Gll — 26 weeks of observation. A complete section of the ulnar nerves (unn.) and of the
lateral cutaneous branch of 17° thoracic nerves (tnn.), bilaterally, was followed by repair
with silicone tubes filled (STF) or not with collagen (ST), with a 5mm gap between
stumps. Alternates STF and ST were utilized in each animal. Clinical evaluation was
made weekly, by cutaneous sensitivity testing of the region innervated by the operated
nerves and physical examination of the thoracic limbs. No alterations were found in the
locomotor apparatus. The first positive reactions to the cutaneous test occurred at the
9° week post surgical. At the end of the observation period it was verified, grossly, that
the nerves were involved by conjunctive tissue and the lumen of the tube was filled by
whitish tissue, in a cylindrical shape. The ends nerves were interconnected.
Microscopically, myelinated axons and Schwann cells were present in the gap between
the stumps. The distal nerve showed remyelination process. In the nerves with STF the
process was more conspicuous. It was concluded that the implant of silicone tubes
results in regeneration of nerves without formation of neuromas or excessive conjunctive
proliferation. It was concluded also that the addition of collagen promotes an increase in
the number of myelinated fibres and that there are possibilities to use the horse as a
biological model for unn. and tnn. regeneration.

Key words: nerve regeneration, implant, silicone tube, collagen, horse.



1. INTRODUCAO

A reparacgéo cirurgica dos nervos periféricos constitui-se em casuistica clinica
comum e continua sendo um grande desafio para os cirurgibes e pesquisadores
principalmente quanto aos resultados funcionais obtidos nessas reparacdées (GAMA et
al., 2000; CHEN et al., 2006b; LI et al., 2006). O cirurgido que se propde a tratar de
lesdes traumaticas dos nervos periféricos deve estar familiarizado tanto com as
caracteristicas anatdbmicas, macro e microscopicas, destes nervos e das estruturas que
o envolvem, quanto com a fisiopatologia da lesdo nervosa (COLLI, 2000).

Nos ultimos anos, a reconstrucdo de nervos vem sendo realizada utilizando-se
auto-enxertos. Entretanto, esta técnica apresenta dificuldades. Desta forma, pesquisas
tém se concentrado na utilizacdo de canais artificiais para a orientacdo do tecido em
regeneracéo (ITOH et al., 1999; CHEN et al., 2000; CHEN et al., 2006a; CHEN et al.,
2006Db).

Investigacbes do nervo periférico seccionado e inserido em tubos tém sido
realizadas experimental ou clinicamente, e analisadas por imunoistoquimica, histologia,
eletrofisiologia ou neurologicamente, para evidenciar a regeneragdo ou as etapas
referentes ao processo regenerativo (YANNAS; HILL, 2004).

Além disso, varias substancias que promovam estimulo do crescimento axonal,
tais como: fator de crescimento nervoso - NGF (SANTOS et al., 1999; XU et al., 2003);
colageno, laminina, ou fibronectina em gel (CHEN et al., 2000); fator de crescimento
fibroblastico basico (IKEGUCHI et al., 2006); células do estroma da medula éssea
(CHOI et al., 2005; CHEN et al., 2006b; CHEN et al., 2007a) entre outras, tém sido
introduzidas no lumen dos tubos, entre os cotos nervosos.

O colageno, utilizado por varios autores entre os cotos nervosos, puro ou em
associagao com outras substancias, atua como substrato para a migragdo e adesao de
células de Schwann, para o crescimento regenerativo dos axdnios e € amplamente
utilizado em diversos modelos experimentais com bons resultados (SATOU et al., 1986;
DA-SILVA, 1993; LABRADOR et al.,, 1998; VERDU et al., 2002; MURAKAMI et al.,
2003; PHILLIPS et al., 2005; CHENG et al., 2006; LEE et al., 2006).
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O proposito da técnica de reparagdo nervosa é restabelecer a continuidade do
tronco nervoso, para alcancgar a recuperacéao funcional e reinervagcédo dos 6rgaos finais
(LIVINGSTONE; LUNDBORG, 1988; YANNAS; HILL, 2004).

O presente estudo teve o objetivo de acrescentar informagdes sobre o processo
de regeneracao de nervos periféricos em equlinos por meio de implante de tubo de
silicone preenchido ou ndo com colageno. Para tanto, foram eleitos os nervos ulnares
(nn.u) e os ramos cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos (nn.t) para o emprego da
técnica, presumivelmente por ndo haver déficit motor ou outras limitagdes ao animal em
decorréncia de suas secgdes. Ao mesmo tempo, verificaram-se efeitos clinicos,
resposta ao teste de sensibilidade cutanea, resposta a eletroneuroestimulagao, analise
histolégica e também avaliagdo dos nervos de equino como modelo experimental para

o estudo da regeneracao nervosa periférica.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os nervos periféricos tém a capacidade de regenerar e restabelecer suas
funcdes seguintes as lesbes ou doengas. Entretanto, a regeneragéo é incompleta e a
funcdo raramente retorna ao estagio de pré-injuria (LEWIN-KOWALIK et al., 2006;
VORIA et al., 2006). Varios modelos experimentais tém sido utilizados na tentativa de
encontrar maneiras para melhorar a regeneragdo de nervos periféricos lesados e
também para entender o mecanismo celular envolvido no crescimento axonal durante a
regeneracéo (VORIA et al., 2006).

O papel do microambiente na regeneracéo das fibras nervosas, em particular,
tem sido intensamente investigado, permitindo a caracterizagdo de varias substancias
produzidas por células presentes nos nervos e nos érgaos-alvos que, desempenham
papéis importantes na regeneracao de axdnios. A caracterizagdo do microambiente tem
possibilitado antever uma abordagem mais farmacolégica e menos mecanicista no
reparo de nervos traumatizados (DA-SILVA, 1993).

Os avancgos nas técnicas e no instrumental cirurgico, trouxeram progressos que
mudaram consideravelmente o prognéstico das lesbes dos nervos periféricos nas
ultimas décadas (GAMA et al., 2000).

As lesdes de nervos periféricos podem ser resultantes de uma simples
compressao, esmagamento, estiramento ou de uma seccdo completa. Essas lesdes
ocorrem comumente em animais porque a localizagdo anatdbmica de muitos nervos os
torna vulneraveis a traumas. Entre as causas de lesdes de nervos periféricos estdo os
acidentes de rua, fraturas, ferimentos com armas de fogo, mordidas, laceracbes e
causas iatrogénicas, como injegdes aplicadas em locais inapropriados ou acidentes
cirurgicos. Embora as lesbes de nervos periféricos raramente coloquem a vida em risco,
as consequéncias podem ser graves se nao forem tratadas adequadamente
(CONTESINI et al., 1992).

ApO6s o trauma em um nervo, originam-se dois segmentos ou cotos: um contendo
axbénios unidos aos corpos celulares dos neurdnios e metabolicamente viaveis,

chamado de coto proximal, e outro distal, apresentando fibras separadas de seus
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corpos celulares de origem. As fibras nervosas do coto proximal possuem capacidade
intrinseca de regeneracgao e, decorridas poucas horas da lesdo, dao origem a grande
numero de brotos axonais. Ja os axénios presentes no coto distal entram em processo
de degeneragao e desaparecem, juntamente com suas bainhas de mielina, poucos dias
apos o trauma (DA-SILVA, 1993).

Quando um nervo é seccionado, ocorre degeneragédo walleriana do coto distal,
enquanto no coto proximal a degeneragdo ndo é tédo extensa, sendo chamada de
degeneracéao traumatica ou retrograda. A degeneragao walleriana progride em diregéo
ao orgao efetor ou sinapse. A degeneracao retrégrada pode ser definida como o
processo que progride a partir do ponto proximal a lesé&o, através do corpo celular
contra o fluxo do axoplasma. A extensdo da degeneracao retrégrada é relativamente
menor e depende do tipo de dano ao nervo (CONTESINI et al., 1992).

Apdés a compressdo ou seccao nervosa, todas as fibras distais a lesao,
mielinizadas ou n&o, sofrem degeneracéo walleriana, seguida ou nao pelo processo de
regeneracéo. Apds 24 horas, ocorre desintegracdo da mielina e fragmentacao axonal,
produzindo fragmentos que serdo removidos por macréfagos e, entre 12 e 36 horas
apos a lesao, sdo formadas camaras de digestdo, contendo fragmentos de axdnios e
mielina degenerada. A producdo de mielina cessa e ocorre aumento da populagéo de
células de Schwann, formando colunas conhecidas como bandas de Bungner, que
atuardo como guia para os axoénios do coto proximal, que porventura regenerarem, e
como fonte de células para a mielinizagcdo destes novos axdnios. Se nao ocorrer a
regeneracéo, estas bandas persistem por meses até ocorrer atrofia (ARIAS et al.,
1997).

As injurias aos nervos periféricos, muitas vezes resultam em perda da funcao
sensitiva e motora, freqlientemente seguidas por dor cronica (LIU et al.,, 2005). A
reparagao cirurgica dos nervos periféricos constitui-se em casuistica clinica comum e
continua sendo um grande desafio para os cirurgides e pesquisadores quanto aos
resultados funcionais obtidos com a mesma (GAMA et al., 2000; BELLAMKONDA,
2006; CHEN et al., 2006b; LI et al., 2006).
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Nos ultimos anos, a reconstrugdo de nervos vem sendo realizada utilizando-se
auto-enxertos. Entretanto, esta técnica apresenta dificuldades tais como: longo tempo
cirurgico, perda da funcdo do nervo doado, disponibilidade limitada de nervos e a
combinagdo inadequada do didametro e da organizagao fascicular entre o nervo lesado e
o enxerto. Sendo assim, para evitar os danos provenientes da cirurgia, pesquisas tém
se concentrado na utilizacdo de canais artificiais ou de tubos para a orientagdo nervosa
(ITOH et al., 1999; CHEN et al., 2006a; CHANG; HSU, 2006; CHEN et al., 2006b).

Os canais ou tubos proporcionam orientacdo aos axdnios em regeneracao,
previnem o escape axonal para os tecidos circunjacentes e impedem a formacéo de
neuromas; isolam o microambiente e possibilitam o acumulo de fatores tréficos e de
crescimento; reduzem a invasao de tecido conjuntivo entre os cotos; direcionam a
vascularizagao longitudinal aos vasos intraneurais; promovem orientagdo longitudinal
do tecido cicatricial e da bainha epineural; aumentam a precisdo de aproximagao dos
cotos e reduzem a tensao sobre a linha de sutura (FIELDS et al., 1989; DANIELSSON
et al., 1996; HANSSON; POVLSEN, 1997; LABRADOR et al., 1998; CHEN et al., 2000;
CHANG; HSU 2006; CHEN et al., 2006a; HOU et al., 2006).

A técnica de tubulizagdo para a reparagéo nervosa periférica, que consiste em
posicionar os cotos de um nervo seccionado dentro de um tubo, permite também
analisar a acdo de substancias exogenas estimuladoras da regeneragdo entre as
extremidades de um nervo seccionado (GAMA et al., 2000).

O material ideal a ser empregado na técnica de tubulizagcdo deve apresentar
caracteristicas, tais como: ser inerte (biocompativel); ser translucido, com paredes finas
e flexiveis; inibir fibrose, edema, neuroma, isquemia e adesao; beneficiar os processos
que contribuem para a regeneragdo como a vascularizagéo e fatores que promovem o
crescimento axonal (FIELDS et al., 1989).

Uma variedade de materiais tem sido desenvolvidos para o uso da técnica de
tubulizacdo: os de origem biolégica - como artérias e veias, ou os sintéticos, como
os copolimeros (LIVINGSTONE; LUNDBORG, 1988; CHEN et al., 2000; CHANG;
HSU, 2006). Desses materiais, o tubo de silicone vem sendo usado clinica e

experimentalmente por ndo causar modificagdo fisica no tecido, ser quimicamente
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inerte, n&o ser carcinogénico, ndo causar reagao alérgica ou de corpos estranhos e ter
capacidade de resisténcia as forgas mecanicas (KAFEJIAN et al., 1997). Este material
tem como vantagem ser transparente, suficientemente rigido e de facil manipulagao
cirtrgica (LIVINGSTONE; LUNDBORG, 1988; CHEN et al., 2000; DAHLIN et al., 2001).

Sendo assim, DANIELSSON et al. (1996) analisaram o crescimento axonal ap6s
injuria bilateral de nervos isquiaticos de ratos, utilizando tubos de silicone impermeaveis
e permeaveis. A regeneracado ocorreu nos dois casos, sendo mais pronunciada nos
nervos com tubos impermeaveis, quando comparado aos tubos permedaveis e grupo
controle. Ainda, DANIELSSON et al. (2001) utilizaram nesta mesma espécie, tubos de
silicone (ndo absorvivel) e tubos de acido poliglicélico (absorvivel) no nervo isquiatico
para estudo da regeneracao do quarto ao 21° dia ap6s a tubulizagdo. Por meio de teste
de reflexo sensorial e imunoistoquimica, concluiram que o crescimento do axénio
sensorial foi maior quando utilizou-se tubo de silicone comparado ao de &cido
poliglicélico.

Desde que DUCKER & HAYES (1968) utilizaram uma borracha comercialmente
denominada 7silastic”’, hoje conhecida como silicone, na reparagcéo dos nervos radial e
peroneal de caes e no nervo ulnar de chimpanzés, sabe-se da importancia relevante
que deve ser dada ao material utilizado na técnica de tubulizacdo. Fatores como a
espessura da parede do tubo; relacéo da area de secgéao transversa do tubo em relagéo
a do nervo; comprimento e posicionamento do tubo, devem ser observados no
momento da aplicacgéo.

O mecanismo de reparagao local das injurias dos nervos periféricos é complexo.
A tentativa de regeneracdo das fibras ocorre dentro do ambiente do tronco nervoso
repleto de mediadores inflamatérios, troficos, alteragdo microvascular e proliferagcao de
elementos celulares. No estagio inicial, o desenvolvimento da inflamagcdo apos
esmagamento ou secgao, é importante para ajudar e promover a regeneragao nervosa
(CHANG; HSU, 2006).

Apds a implantacdo, o tubo é preenchido, em 24 horas, por um fluido translucido
de cor amarelada (WILLIAMS et al., 1983; LONGO et al., 1984; WILLIAMS; VARON,

1985). Este fluido contém fatores neurotroficos (secretado por ambos os cotos) que
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garantem a sobrevivéncia e o crescimento dos neurdnios, e fatores que promovem a
neurite (LUNDBORG et al., 1982b; LONGO et al., 1984; CHEN; LIU, 1994). Tais fatores
sdo importantes para o desenvolvimento e regeneragdo do nervo, especificamente na
promog¢do da adesdo celular, diferenciacao, proliferacdo, migracdo e crescimento
axonal (CHEN et al., 2000).

Foi demonstrado que fatores neurotréficos, incluindo o fator de crescimento
nervoso, produzido pelas células de Schwann do segmento distal, apresentam uma
funcdo importante na promog¢ao da regeneragao dos nervos periféricos (CHEN; LIU,
1994). Entretanto, concluiu-se que o coto nervoso distal exerce influéncia neurotréfica,
que € essencial para a regeneragédo dos nervos periféricos seccionados (AEBISCHER
et al., 1988).

A regeneragao no processo de tubulizacao depende da formacgéo inicial da matriz
de fibrina interligando os cotos nervosos. A matriz de fibrina proporciona uma superficie
para o crescimento de fibroblastos, células endoteliais e de Schwann que migram dos
cotos nervosos proximais e distais. A fibrina é lisada em poucos dias por mecanismos
enddgenos e é substituida por fibrilas de colageno orientadas longitudinalmente. Os
axbénios em regeneracéo crescem do coto nervoso proximal e sdo guiados pelas células
de Schwann que invadiram o cabo conectivo intratubular e pelos fatores neurotréficos
acumulados no fluido tubular. Os componentes da matriz extracelular, tais como
colageno, laminina e fibronectina, localizados na membrana basal e endoneuro do
nervo periférico, sdo pressupostos fatores troéficos que guiam o prolongamento dos
cones de crescimento in vitro e in vivo (LABRADOR et al., 1998; CEBALLOS et al.,
1999). As moléculas da matriz extracelular sdo decisivas para a regeneragédo neural
devido a sua interagdo com os neurbnios e células da glia, exercendo funcédo de
colaboragdo quanto ao aparecimento da neurite, crescimento axonal e remielinizagcao
(RUMMLER; GUPTA, 2004).

A formacdo da matriz de fibrina inicial é importante para o sucesso da
regeneracdo nervosa periférica através do espaco deixado entre os cotos, e a
composi¢cdo da matriz pode influenciar no tamanho e na extensdo da subsequente

regeneragado (WILLIAMS et al., 1993). A formagéo da matriz também é dependente do
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didmetro interno da camara. Em tubos de maiores didmetros, a vascularizagéo, a
migracéo de células de Schwann e a progressao axonal s&o drasticamente retardadas,
provavelmente devido a reducdo na concentracdo de fatores neurotroficos no seu
interior (BUTI et al., 1996).

O crescimento e o direcionamento axonal, durante o processo de regeneragéo
dos nervos periféricos, dependem basicamente das células da glia (LI et al., 2006).
As células de Schwann, uma célula glial e de suporte do sistema nervoso periférico
de mamiferos, sdo consideradas as principais células funcionais e estruturais, e
desempenham uma fungéo importante no processo de regeneragao, exercendo efeito
de direcionamento e neurotréfico sobre o crescimento axonal (SCHMALENBERG;
UHRICH, 2005; CHEN et al., 2006b; LI et al., 2006). Quando a proliferagéo das células
de Schwann nao ocorre, o crescimento axonal € retardado e a formacao de mielina é
prejudicada. Na auséncia das células de Schwann, os axénios nao podem regenerar a
uma distancia significativa ao longo do interior da lamina basal vazia (LE BEAU et al.,
1988).

A reparacdo nervosa € a combinagdo do processo de crescimento axonal e de
remielinizagdo pelas células de Schwann. Ap6s a injuria, as células de Schwann
proliferantes migram junto com os axénios neoformados. A migracao das células de
Schwann depende da matriz extracelular (AKASSOGLOU et al., 2003).

A vasculatura exerce papel importante no processo regenerativo por
proporcionar nutrientes, oxigénio e outros fatores do sangue, necessarios para a neurite
e populagdo celular que suporta a regeneragdo. A angiogénese, consiste na
proliferacao de capilares e formacao de veias, e € componente importante da resposta
regenerativa, especialmente naqueles casos onde o nervo foi seccionado e deve
regenerar através do espaco deixado entre os cotos, dentro do tubo (PODHAJSKY;
MYERS, 1994).

Apesar do ritmo de crescimento axonal e do retorno da fungédo motora serem
lentos, a regeneracdo ocorre em ritmo definido em algumas espécies. Parametros
podem ser estabelecidos em relagdo a época do trauma ou da sutura, para se ter

progndéstico do processo de reinervagéo (COLLI, 2000).
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Segundo LE BEAU et al. (1988), a seqUéncia de eventos celulares durante a
regeneracéo do nervo isquiatico de ratos em tubos de silicone com espaco de 10mm
entre os cotos, por um periodo de 28 dias, ocorreu da seguinte maneira: 1) zero - sete
dias: migracdo de células para dentro do tubo, proveniente do nervo seccionado e
proliferacdo das células de Schwann do coto distal; 2) sete - 14 dias: crescimento
vascular, proliferacdo axonal e das células de Schwann do coto proximal em direcéo ao
coto distal; 3) 14 - 21 dias: comego da mielinizagdo na regiao regenerada do coto
proximal; 4) 21 - 28 dias: espago entre os cotos preenchido por axdnios regenerados e
remielinizados.

De acordo com CONTESINI et al. (1992), a regeneracdo dos nervos periféricos
de cdes demora de duas a quatro semanas até que os axdnios possam crescer,
alcancar e penetrar através da leséo ou linha de sutura. Depois que as fibras nervosas
alcangam o coto distal, o processo cresce a velocidade determinada de 1,5mm por dia,
existindo demora de uma semana a meses para alcangar o ponto terminal.

Por outro lado, COLLI (2000) relatou que em seres humanos ha um intervalo de
tempo antes dos axdnios em regeneragao alcangarem o coto distal ao local da lesdo ou
sutura. Este intervalo pode ser de duas semanas com axonotmese ou estender-se a
quatro semanas apés sutura. Uma vez no coto distal, os axénios em regeneracéo
crescem a um ritmo de 1mm por dia. Ha4 um intervalo final de semanas ou meses entre
a chegada das fibras nervosas aos seus alvos e a maturagéo dos axénios. Um numero
adequado de axénios, com calibre e mielinizagdo suficientes, é necessario para o
retorno da fungdo motora e sensitiva. Além disso, para os axénios em regeneracao
serem efetivos, estes devem chegar préximo ao seu local de destino.

O espacgo deixado entre os cotos, dentro do tubo, tem mostrado ser o fator que
mais influencia no processo regenerativo apos a tubulizacédo (LABRADOR et al., 1998).
LUNDBORG et al. (1982a) concluiram que os axdnios em regeneracdo do nervo
isquiatico de ratos foram capazes de regenerar no espaco deixado entre os cotos, caso
esse afastamento fosse de 10mm ou menos, mas tal regeneragcéo nao ocorreu quando
0 espago deixado foi de 15mm. Diferentemente, ASHUR et al. (1987) mensuraram o

grau de regeneracgéo do nervo isquiatico de ratos por método eletrofisioldgico, utilizando
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varios procedimentos reparativos e obtiveram melhores resultados utilizando tubos de
silicone com espacgo de 5mm entre os cotos.

LAGO & NAVARRO (2006), por sua vez, fizeram esmagamento ou secgédo do
nervo isquiatico de ratos e repararam por meio de sutura direta, tubos de silicone ou de
colageno. Apo6s 60 dias, a regeneracdo do nervo foi avaliada por testes funcionais,
eletrofisiolégicos, morfolégicos e imunoistoquimica (marcagdo do axdénio motor pela
acetiltransferase - ChAT). A reparagdo com tubos e sutura direta resultaram em niveis
similares de reinervagdo muscular. O numero de fibras regeneradas mielinizadas e de
fiboras + ChAT foram similares aos valores controle ap6s o esmagamento, mas
aumentou apods secgao e reparacgao.

Na espécie canina, CONTESINI et al. (1992) realizaram excisdo do segmento do
ramo lateral do nervo radial superficial e repararam com tubos de silicone deixando um
espaco de 10mm entre os cotos. Em cada animal foi feita bidpsia do segmento nervoso
lesado em tempos diferentes, sendo observada macro e microscopicamente a
capacidade de regeneracao do tecido nervoso periférico. STOPIGLIA (1992) avaliou a
regeneracdo nervosa periférica por meio de reparagao cirurgica de falhas do nervo
ulnar, com o emprego de auto-enxerto a fresco e tubo de silicone, deixando um espaco
de 1cm entre os cotos. Os animais foram avaliados na 132 e 262 semanas apoés as
cirurgias e apresentaram resultados favoraveis quanto a recuperacdo da funcgéo
sensitiva e motora. Histologicamente, os nervos ulnares apresentaram evidente
regeneracéo de fibras nervosas mielinicas, independente do tipo de sutura realizada e
época de avaliaggo.

Em equlinos, DELISTOIANQV et al. (2006) repararam o nervo digital palmar por
meio de sutura epineural ou com tubo de silicone, sem deixar espaco entre os cotos. No
exame histologico das biopsias coletadas aos 30, 60 e 180 dias ap6s as cirurgias, foi
observada a presengca de neuromas; proliferacdo de tecido conjuntivo no local de
reparagéo da sutura epineural, adentrando pelas extremidades e entre os cotos quando
reparado com tubo de silicone; infiltrado de células inflamatérias; degeneracado dos

cotos distais e auséncia de regeneracéo nervosa.
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Em seres humanos, os cirurgides t€ém empregado freqientemente a técnica de
tubulizacdo na tentativa de restabelecer a recuperacgéo funcional ap6és injuria do tronco
nervoso (YANNAS; HILL, 2004).

LUNDBORG et al. (1994) trataram o nervo mediano seccionado do pulso de
duas mulheres utilizando tubos de silicone, deixando um espaco de 3 a 5mm entre os
cotos. Durante trés anos, foi realizada avaliacao sensitiva e determinacao da forca de
contragédo muscular. Em ambos os casos houve uma excelente recuperagédo motora e
um rapido crescimento das fibras sensitivas, resultando numa sensibilidade funcional da
mé&o quase normal. Em outro estudo, LUNDBORG et. al. (1997) repararam o nervo
ulnar e mediano de seres humanos utilizando tubos de silicone com espacgo de 3 a 4mm
entre os cotos ou por meio de sutura epineural. Ndo houve diferencas quanto a
recuperacdo da fungdo sensitiva e motora entre as técnicas, com excegédo da
percepcao do tato, o qual mostrou uma significativa diferenga no terceiro més de exame
em favor da técnica de tubulizacao.

Com o objetivo de testar uma alternativa as microcirurgias reparadoras
convencionais, DAHLIN et al. (2001) utilizaram tubos de silicone com espago de 3 a
5mm entre os cotos no local de injuria do nervo mediano e ulnar de 16 seres humanos.
Sete destes pacientes passaram por re-exploragdo entre o 12° e 44° més apos
implantacdo devido a um desconforto causado pelo tubo. Foi observada nestes
pacientes, uma estrutura formando uma ponte entre os cotos e uma fina capsula ao
redor do tubo de silicone que, conforme observado microscopicamente constituiu-se de
tecido conjuntivo.

Para o axdnio em crescimento atingir o coto distal, este deve passar pelo local de
injuria, no qual, inUmeros fatores podem dificultar ou impedir a sua passagem. Estes
fatores incluem: leucécitos, eritrocitos, macréfagos e fibroblastos (WEHLING et al.,
1992). O tubo de silicone facilita a regeneragdo pela concentragdo de fatores
neurotréficos e proporciona um canal para o crescimento orientado dos nervos. Por
analogia, o tubo serve como um perineuro rigido e translucido (PODHAJSKY; MYERS,
1994).
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Nos ultimos anos, uma variedade de substancias interpostas entre os cotos dos
nervos periféricos seccionados vém sendo utilizadas, buscando modificar o
microambiente interno, para acelerar a regeneragdo nervosa (GAMA et al., 2000; LIU
et al., 2004; CHENG et al., 2006; LEE et al., 2006). Estas substancias vém sendo
empregadas para estudo do crescimento axonal e tempo requerido para que os axénios
do coto proximal atinjam o coto distal (CHEN et al., 2007b)

As substancias utilizadas por varios autores, entre os cotos nervosos, para
estimular o crescimento axonal incluem: fator de crescimento nervoso — NGF (DA-
SILVA; LANGONE, 1989; DERBY et al., 1993; SANTOS et al., 1999; XU et al., 2003);
colageno em gel (SATOU et al.,, 1986; CEBALLOS et al., 1999; LEE et al., 2006);
laminina em gel e colageno em gel (MADISON et al., 1988; LABRADOR et al., 1998;
VERDU et al., 2002); colageno e monogangliosideos - GM1 (LAINETTI; DA-SILVA,
1993); esponja de colageno com  ou sem laminina (OHBAYASHI et al., 1996); poros
especificos de copolimero de colageno (CHAMBERLAIN et al., 1998); matriz de
colageno-glicosaminoglicanas (CHAMBERLAIN et al., 2000); gel contendo colageno,
laminina e fibronectina (CHEN et al., 2000); neurocinas (GAMA et al., 2000); fibras
colagenas e fibras de copolimeros de poli-L-lactato (ITOH et al.,, 2001); células
progenitoras neuronais embebidas em gel de colageno (MURAKAMI et al., 2003);
genipin fixado em gelatina (LIU et al., 2004); gel de colageno mais células de Schwann
(PHILLIPS et al., 2005); fator de crescimento fibroblastico basico (IKEGUCHI et al.,
2006); astragalosideo embebido em gel de colageno (CHENG et al., 2006); horménio
da tiréide (VORIA et al., 2006); fator neurotrofico derivado da célula glial (LI et al.,
2006); células do estroma da medula 6ssea (CHOI et al., 2005; CHEN et al., 2006b;
CHEN et al., 2007a), Pueraria lobata (CHEN et al., 2007b), entre outras.

Para o nervo regenerar em longos espagos entre os cotos, fatores que
promovem a neurite e fatores neurotréficos, os quais podem promover a regeneragéo
nervosa precoce, tém sido utilizados entre os cotos nervosos dentro dos tubos. Os
fatores mais comuns que promovem a neurite incluem o colageno, laminina e
fibronectina e o mais estudado fator neurotréfico é o fator de crescimento nervoso
(CHEN et al., 2000).
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Os componentes da matriz extracelular, tais como colageno, laminina e
fibronectina, localizados na membrana basal e endoneuro do nervo periférico, sdo
pressupostos fatores tréficos que guiam o prolongamento dos cones de crescimento
in vitro e in vivo (LABRADOR et al.,, 1998; CEBALLOS et al.,, 1999). O colageno,
utilizado por varios autores entre os cotos nervosos como substancia estimulante do
crescimento axonal, forma uma malha tridimensional no interior do tubo, atuando como
substrato para a migragéo celular e para o crescimento regenerativo dos axdnios.
Podem ser adicionadas ao colageno substancias potencialmente benéficas no processo
de regeneragéo axonal (DA-SILVA, 1993).

Tratando-se do nervo isquiatico, diversos estudos foram realizados em ratos com
o intuito de se avaliar a eficiéncia do colageno associado ou n&do a outras substancias
que promovam estimulo do crescimento axonal. SATOU et al. (1986) examinaram por
microscopia de luz e eletrbnica, os efeitos da matriz de gel de colageno sobre o
processo regenerativo apds secgéo e reparacéo do nervo utilizando tubos de silicone.
Observou-se maior crescimento axonal em direcdo ao coto distal no tubo com gel de
colageno em comparagéo ao grupo controle.

MADISON et al. (1988) implantaram tubos de silicone preenchidos com gel de
laminina ou gel de colageno e tubos vazios. Os autores constataram pelas analises
histologicas de microscopia de luz e eletrbnica que todos os tubos com aditivos
apresentaram axdnios em regeneragao nos cabos neoformados.

Por outro lado, LAINETTI & DA-SILVA (1993) demonstraram pela analise
morfométrica do total de axénios mielinizados que o coldgeno em combinagédo com
monogangliosideos (GM1) utilizado entre os cotos do nervo seccionado e reparado com
tubos de polietileno, aumentou significativamente a regeneragao axonal periférica.

OHBAYASHI et al. (1996) avaliaram por microscopia de luz e por
imunoistoquimica a regeneracao do referido nervo apds secgao e reparagdo com tubos
de silicone com esponja de colageno (com ou sem laminina) ou tubos vazios. O grupo
tratado apresentou tecido regenerado em todo comprimento da esponja de colageno

trés semanas ap0s secg¢ao e reparacdo. Observagdes a longo prazo demonstraram
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cabo de regeneragdo com neurofilamentos e fibras mielinizadas em todos os nervos
que continham a esponja de colageno.

WELLS et al. (1997) testaram trés matrizes - colageno, laminina com matriz
extracelular (Biomatriz) e metilcelulose 2% em gel, puras ou em combinagédo, com
fatores de crescimento derivado de plaqueta ou de insulina. Na quarta e oitava
semanas apos injuria, o grupo que continha colageno ou metilcelulose sem fator de
crescimento apresentou maior numero de axénios mielinizados comparado ao grupo
Biomatriz.

Ainda, CHAMBERLAIN et al. (1998) utilizaram tubos de colageno degradaveis ou
nao e tubos de silicone preenchidos ou ndo com copolimero de colageno no nervo e
avaliaram por meio de histograma do diametro axonal e imunoistoquimica o processo
regenerativo. Os autores descreveram que a regeneragdo foi melhor utilizando tubos
com copolimero de colageno comparado aos vazios.

LABRADOR et al. (1998) utilizaram solugédo salina, gel de colageno ou gel de
laminina entre os cotos do nervo isquiatico de camundongos. A regeneracao foi precoce
utilizando gel de colageno diluido (1,28mg/ml) do que concentrado (1,92 e 2,56mg/ml)
e solucdo salina em 4mm entre os cotos. O gel de laminina e de colageno diluidos
proporcionaram altos niveis de recuperagdo funcional e regeneragdo axonal em um
espaco de 6mm entre os cotos, quando comparados a solugao salina.

Com o objetivo de estudar a regeneragcéo axonal, recuperagdo motora e sensitiva
do nervo CHAMBERLAIN et al. (2000) implantaram tubos de silicone e de colageno
vazios ou preenchidos com uma matriz de colageno-glicosaminoglicanas, auto-enxertos
ou nervos intactos como grupo controle. O grupo com tubo de colageno preenchido
com matriz apresentou maior numero de axénios mielinizados de grandes didmetros em
relacdo aos outros grupos. Os testes funcionais revelaram a existéncia de recuperacao
motora e sensitiva apds regeneragao nervosa por meio de todos os tubos utilizados.

Diferentemente, CHEN et al. (2000) adicionaram um gel extracelular contendo
colageno, laminina e fibronectina ap6s secgao e reparagédo dos nervos utilizando tubos
de silicone. Estudo morfométrico revelou que a média da area de seccgéo transversa

dos nervos regenerados e o numero de axdnios mielinizados no grupo com a mistura
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em gel foi maior em 28%, comparado aos tubos vazios. Os resultados demonstraram
que a mistura em gel de colageno, laminina e fibronectina podem oferecer um meio
adequado para o crescimento axonal.

Para a indugdo da regeneragdo nervosa, ITOH et al. (2001) empregaram
diferentes materiais preenchidos ou néo com fibras colagenas (fibras) ou fibras de
copolimeros de poli-L-lactato (CPLA). Tubos de silicone (vazio, com fibras e com CPLA),
bainha de colageno (vazio, com fibras e com CPLA) ou membrana atelocolageno
bioabsorvivel (vazio, com fibras e com CPLA) foram utilizados no estudo. Os resultados
demonstraram que os tubos preenchidos com fibras colagenas foram eficientes em
proporcionar regeneracao do tecido nervoso.

VERDU et al. (2002) utilizaram tubos de silicone preenchidos com gel de
colageno ou gel de laminina entre os cotos do nervo isquiatico de camundongos. O gel
foi polimerizado antes da implantagdo em posi¢cdo horizontal, vertical ou induzido
magneticamente ao alinhamento longitudinal das fibrilas. A reinervagdo comecou
precocemente e alcangou altos niveis com gel de colageno alinhado do que com gel na
forma horizontal. O alinhamento do gel de coladgeno ou laminina dentro do tubo de
silicone aumentou o éxito e a qualidade da regeneracéo.

MURAKAMI et al. (2003) testaram células progenitoras neuronais embebidas em
gel de colageno entre os cotos nervosos empregando tubos de silicone. Foi observado
um aumento do numero e didmetro das fibras mielinizadas em relagdo ao grupo
controle. Da mesma forma, PHILLIPS et al. (2005) obtiveram bons resultados ao
adicionarem células de Schwann ao gel de colageno alinhado entre os cotos nervosos.

Por fim, CHENG et al. (2006) empregaram diferentes concentracdes de
astragalosideos em gel de colageno entre os cotos do nervo seccionado e reparado
com tubos de silicone. O astragalosideo na concentragédo de 50uM juntamente com o
colageno apresentaram grande numero de axénios mielinizados e um maior potencial
de agdo evocado comparado aos outros grupos.

Ademais, um estudo recente sobre reparacdo do nervo peroneal em coelhos,
empregou o cultivo de células do estroma da medula 6ssea (grupo BMTS) embebidas

em gel de colageno entre os cotos nervosos ap0s secgado e reparagcdo por meio de
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enxerto de veia. O numero e didmetro das fibras mielinizadas do grupo BMTS
associado ao colageno foi significativamente maior do que o grupo controle (CHOI et
al., 2005).

Todas estas substancias utilizadas na forma liquida preenchendo os tubos,
podem perder a eficacia em um curto periodo devido a sua difusdo no espaco entre os
cotos e a parede do tubo. Para superar esta desvantagem, tais substancias tém sido
utilizadas na forma de gel, podendo se manter no lumen do tubo, por sua viscosidade
(CHEN et al., 2000).

As alteragdes clinicas decorrentes de lesdes dos nervos periféricos sdo os
déficits da movimentagédo, da sensibilidade e alteragcdes autondmicas, originarias de
interrupgdo funcional ou anatdbmica dos prolongamentos celulares neles contidos. O
diagnéstico das lesdes agudas dos nervos periféricos, na maioria dos casos, € feito
sem grandes dificuldades, através do exame neurologico pois, as alteragdes clinicas de
cada nervo lesado, s&o caracteristicas de acordo com a area especifica de inervagéo
(COLLI, 2000).

ARIAS et al. (1997) constataram que a biopsia de nervo, quando utilizada
conjuntamente com o exame neurologico e eletroneuroestimulagao, fornece resultados
importantes sobre a condigdo do nervo. Investigagdes tém correlacionado mensuragdes
eletrofisiolégicas com estrutura axonal entre os cotos dentro dos tubos (CHAMBERLAIN
et al., 2000).

Os trés testes mais importantes para a avaliagéo eletrofisioloégica dos nervos séo
o teste de estimulagcéo dos troncos nervosos, a eletroneurografia (potencial evocado do
nervo) e a eletromiografia. Os dois primeiros sdo capazes de detectar o processo de
degeneragcdo axonal numa fase precoce, enquanto que o ultimo é util quando a
degeneracao ja ocorreu (COLLI, 2000).

De modo geral, testes eletrodiagnésticos sao uteis no estudo de disturbios
envolvendo a unidade motora - corpo celular, axénio, jungdo neuromuscular e fibras
musculares. Trés a quatro dias apds as lesdes no nervo, tem inicio a degeneracao
axonal. Somente oito a 21 dias ap6s a lesdo é que se inicia 0 aparecimento das

alteracdes eletromiograficas e de velocidade de condugdo nervosa. Se este prazo nao
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for respeitado, estes exames terdo valores limitados na avaliacdo das lesdes. Para
evitar que ocorra resposta devido ao estimulo de nervos adjacentes intactos, o nervo a
ser examinado deve ser separado do tecido ao redor. A auséncia de resposta ocorre
imediatamente apds o trauma nos pontos proximais a lesdo. Se o estimulo ndo deflagra
resposta motora, ha forte evidéncia de lesdo completa ou auséncia de regeneracao.
A presenca de alguns axdnios em regeneragdo pode permitir resposta positiva. Nos
casos de denervacéo, pode ocorrer contragdo muscular lenta, considerada reagao de
degeneracéao (ARIAS; STOPIGLIA, 1997).

A regeneracdo do nervo periférico apds lesao depende da sua reestruturacao e
que, o maior numero possivel de axdnios em regeneragdo, a partir do segmento
proximal, encontre facilmente as bandas de Bungner formadas pelas células de
Schwann e seja orientado por estas até as placas motoras (MACKINNON; NOVAK,
1999).

O proposito da técnica de reparagdo nervosa é restabelecer a continuidade do
tronco nervoso, para alcancgar a recuperacéo funcional e reinervagéo dos 6rgaos finais
(LIVINGSTONE; LUNDBORG, 1988; YANNAS; HILL, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados oito equinos adultos, de sete a nove anos de idade, com peso
entre 300 e 450kg, machos e fémeas, sem racga definida e clinicamente higidos. Os
animais foram mantidos em baias individuais com alimentacéo a base de feno, racéo,
capim verde e agua ad libitum durante o tempo de observacéo. O nervo ulnar (n.u), e o
ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico (n.t), em um dos antimeros do animal, foram
submetidos a reparagdo com tubo de silicone (TS), e os nervos contralaterais, a
reparacdo com tubo de silicone preenchido com solugédo de colageno (TSC). Os
animais foram divididos em dois grupos - Gl e Gll com quatro animais em cada grupo,
segundo o tempo de observacgao e colheita das biopsias. Este tempo para o grupo | (Gl)

foi de 13 semanas e para o grupo Il (Gll), 26 semanas.
3.2. Preparo dos animais

A conduta pré-cirurgica envolveu tricotomia da regi&o caudolateral e caudomedial
do antebrago e regido do flanco. Os animais foram submetidos a jejum alimentar e
hidrico de 12 horas, antes do procedimento cirurgico. Foram utilizadas baias e o centro
cirargico de grandes animais do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da FCAV-
UNESP, para realizagao do experimento.

3.3. Procedimento anestésico

A tranquilizagdo dos animais foi realizada por meio de medicagéo pré-anestésica
aplicando-se cloridrato de xilazina 10%’' (0,5mg/kg/IV). Decorridos 10 minutos,

administrou-se éter gliceril guaiacol a 10%2 (100mg/kg/IV) em soro glicosado 5%, sob

! Sedazine — Fort Dodge — Saude Animal Ltda. — Sao Paulo/SP
2 Eter Gliceril Guaiacol — Henryfarma — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Sdo Paulo/SP
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pressdo até o declbito. A inducdo anestésica foi realizada com cetamina 10%?
(1mg/kg/lV) e os animais foram entubados e mantidos sob anestesia geral inalatéria

com halotano?, sob ventilago espontanea, em circuito semifechado.
3.4. Procedimento cirurgico

Os animais foram acomodados em mesa cirurgica e posicionados em decubito
dorsal. Foi realizada a anti-sepsia dos campos cirurgicos com polivinil pirrolidona iodo
tépico a 1%° e alcool iodado. O acesso ao n.u incluiu: incisdo linear da pele no terco
médio do osso radio em posi¢cdo caudolateral, divulsdo romba do tecido subcutaneo,
incisdo da fascia anti-braquial e exposicdo do nervo. Ja no n.t, a abordagem foi
realizada por meio de uma inciséo linear de pele na regido média do flanco, seguida
pela divulsdo romba do tecido subcutaneo e exposi¢cao do nervo (Figura 1). Apds o
acesso ao n.u e ao n.t, em um dos antimeros do animal, foi realizada a seccao e
reparacéo dos nervos utilizando-se tubos de silicone. Primeiramente, foi passado um fio
de nailon 6-0° agulhado pela parede do tubo a 5mm de uma das extremidades,
seguindo-se pelo lumen até o meio externo. Em seguida, o fio foi passado pelo
epineuro do nervo, retornando pelo interior do lumen do tubo e exteriorizado através da
parede a 2mm lateralmente ao ponto inicial de entrada. ApoOs realizar-se este
procedimento nas duas extremidades do tubo de silicone, tendo sido ancorados os
cotos proximal e distal, foi realizada a secgdo completa dos referidos nervos, como
modelo experimental de um trauma (Figura 2). Em seguida os cotos foram tracionados
pelos fios, sendo introduzidos no tubo de silicone. Ato continuo, realizou-se a fixacao
dos fios de nailon por nés cirurgicos simples (FIELDS et al.,, 1989). Como o tubo
apresentava comprimento total de 20mm, obteve-se, ao final do procedimento, um
espaco de 5mm entre as extremidades dos cotos (grupo TS). Nos nervos contralaterais,

foram realizados os mesmos procedimentos acrescentando-se, no entanto, solu¢ao de

® Cetamina — Agender Unido — Uni&o Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-Guagu/SP

* Halothano — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. — Itapira/SP

® Polivinil Pirrolidona lodo 1% - IndUstria Farmacéutica Rioquimica Ltda. — Sao José do Rio Preto/SP

6 Mononylon 6-0 — Johnson & Johnson (Ethicon) — Produtos Profissionais Ltda. — Sdo José dos Campos/SP
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colageno’, em concentracdo de 3,0mg/ml injetada com seringa e agulha, diretamente
no espago de 5mm, preenchendo-o totalmente (grupo TSC) (Figura 3). Alternaram-se
nos nn.u e nos nn.t de cada animal, igualmente, tubos de silicone vazios (TS), em um
dos antimeros, e preenchidos com solu¢do de colageno (TSC), nos contralaterais. A
seqguir, realizou-se sutura de reaproximagdo do tecido subcutdneo com fio de
poliglactina 1-0% e sutura de pele com pontos simples separados com fio inabsorvivel®
sintético. Os diametros internos dos tubos de silicone empregados foram ligeiramente

maiores que os dos nn.u e nnt. — entre 1,5 e 2,5mm.

Figura 1. Aspecto macroscopico do ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico (seta) durante o
procedimento cirurgico. Observar a exposi¢éo do nervo para secc¢ao e neurorrafia.

7 Vitrogen — Collagen in Solution — Nutacon Ltda. — Nederland/European
8 Vycril 1-0 — Johnson & Johnson (Ethicon) — Produtos Profissionais Ltda. — Sdo José dos Campos/SP
° Supramid 1 — Hauptner GmbH & Co KG
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Figura 2. Aspecto macroscopico da fixagdo parcial e secgdo completa dos cotos nervosos proximal (P)
e distal (D) do nervo ulnar de eqliino antes da implantagdo no tubo de silicone.

Figura 3. Aspecto macroscépico do nervo ulnar de eqiliino submetido a neurorrafia. Observar os cotos
nervosos proximal (P) e distal (D) fixados no tubo de silicone com solug&o de colageno.
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Para a realizacdo das reparagbes dos respectivos nervos, utilizaram-se
instrumentos cirdrgicos empregados nas microcirurgias oftalmicas, tais como: porta
agulha Barraquer'®, pingas de colibri Castroviejo’" retas e lupa de pala’? com aumento
de 2,5x.

3.5. Conduta pos-operatoria

Durante o periodo pos-operatério, foram realizados curativos sobre as feridas
cirurgicas com polivinil pirrolidona iodo 1% e bandagens esparadrapadas nos
antebracos. Os animais permaneceram em baias e receberam antibioticoterapia
sistémica com penicilina benzatina™ (30.000UI/kg/IM) a cada 48 horas, totalizando trés
aplicacées e fenilbutazona™ (4,4mg/kg/IV) a cada 24 horas, totalizando quatro
aplicagdes. Os curativos foram realizados diariamente, até a remogao das bandagens e

da sutura de pele, com sete e 10 dias, respectivamente.
3.6. Exame fisico do aparelho locomotor e teste de sensibilidade cutanea

Os animais dos Gl e Gl foram submetidos semanalmente, a partir da primeira
semana pos-operatéria, durante todo o periodo de observacdo, ao exame fisico do
aparelho locomotor - avaliagdo de claudicagcéo e aspectos neurologicos gerais, onde
observou-se ao trote e ao passo algum grau de fraqueza, espasticidade, dismetria ou
ataxia. Ademais, foram realizados semanalmente, teste de sensibilidade cutanea
utilizando pinga anatémica (SPEIRS, 1999). O teste foi realizado pelo pingamento de
pele da regido inervada pelos nervos ulnares (nn.u) e pelos ramos cutaneos laterais dos
17° nervos toracicos (nn.t), que, segundo GHOSHAL (1986) compreende as regides

caudolateral e caudomedial do antebragco e a regido do flanco, respectivamente.

% Porta Agulha Barraquer — J. Petrovich — Instrumentos Cirurgicos — Sdo Paulo/SP

" Pinga de Colibri Castroviejo — J. Petrovich — Instrumentos Cirurgicos — Sdo Paulo/SP
2 |Lupa com Armagao em Metal com Pala — Intex — Ref. ELTLP 28x32

'3 Pentabiotico Veterinario Refor¢cado — Fort Dodge — Saude Animal Ltda. — Campinas/SP
' Equipalazone — Marcolab Laboratérios Ltda. — Duque de Caxias/RJ
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Contragdes musculares apos repetidos pingamentos de pele foram interpretados como

reacao positiva.
3.7. Avaliacdo macroscopica e eletrofisiologica

Os animais foram novamente submetidos a anestesia geral inalatéria, na 132
semana no Gl e 262 semana no Gll. Os nn.u e os nn.t reparados com TS e TSC, foram
expostos nos locais das intervengdes cirurgicas, avaliados macroscopicamente e os
tubos de silicone retirados, apds cuidadosa incisdo longitudinal da sua parede,
realizada com lamina de bisturi, para posterior avaliagdo da recuperagdo motora e
colheita das bidpsias.

Macroscopicamente, os nn.u e os nn.t, foram avaliadas quanto a presenca de
tecido conjuntivo fibroso peri-neural e ao redor do tubo, aderéncias entre as estruturas
do feixe vasculo-nervoso e formagado do cabo de regeneragao entre os cotos proximal
e distal.

A seguir, realizou-se com eletroestimulador15, estimulos elétricos nos segmentos
nervosos proximais, distais e cabos de regeneragao formados entre os cotos dos nn.u e
dos nn.t, semelhante ao descrito por STOPIGLIA (1992) com o objetivo de avaliar a
recuperacgao motora. Os nervos foram estimulados por meio de um par de agulhas finas
estéreis colocadas diretamente sobre cada segmento. Utilizou-se onda bipolar regular
com freqUéncia fixa de 10Hz e voltagem de 0,5. Foram utilizadas tiras de luvas de
borracha estéreis embaixo dos nn.u e dos nn.t no momento das estimulagdes elétricas
para isola-los dos tecidos adjacentes. Contragbes de feixes musculares seguidas aos
estimulos elétricos no segmento nervoso distal foram interpretadas como respostas
positivas.

Segundo GHOSHAL (1986), o n.u emite ramos para os musculos flexor ulnar do
carpo, flexor superficial dos dedos e flexor profundo dos dedos, no entanto o n.t, supre

0s musculos abdominais, o musculo cutdneo do tronco e a pele. Apos a

'® Eletroestimulador — modelo AP585 — Biotherapy — S&o Carlos/SP
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eletroneuroestimulacéo, foram realizadas as biopsias nos segmentos proximais, distais

e cabos de regeneragao dos nn.u e dos nn.t.

3.8. Biopsias dos nervos e confeccdo das laminas

Apbs a colheita dos segmentos proximais, distais e cabos de regeneracao dos
nn.u e dos nn.t, de aproximadamente 7cm, estes foram fixados em formalina a 10%,
tamponada com fosfatos, pH 7.4, por 18 horas. Fragmentos foram incluidos em
parafina, seguindo-se obtencdo de cortes transversais ou longitudinais de S5um de
espessura, que foram corados pelo método da Hematoxilina e Eosina ou Tricrémio de
Masson (TM). Outros fragmentos das mesmas amostras foram incluidos em histo-
resina a base de metacrilato e obtidos cortes transversais de 2um, estes foram corados

pelo Azul de Toluidina.

3.9. Andlise histoldgica

A avaliagdo histolégica foi realizada em microscopio Optico binocular com
objetivas de 4, 10, 20, 40 e 100x. A fotodocumentacéo foi realizada em fotomicroscopio
com camera digital. Avaliou-se nos segmentos proximais, distais e cabos de
regeneracéo, dos nn.u e dos nn.t dos Gl e Gll, a presenca ou auséncia de feixe nervoso
envolto pelo epineuro, fasciculos envoltos pelo perineuro, axdénios mielinizados,
proliferacdo de células de Schwann, proliferacdo axonal do coto proximal ao distal,
remielinizagdo do coto distal, degeneracéo walleriana, neuromas e infiltrados de células

inflamatorias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Procedimento cirargico

Os animais dos Gl e Gll submetidos aos procedimentos cirurgicos experimentais
propostos, ndo apresentaram complicagdes nos periodos trans e poés-operatorios. A
anestesia empregada, bem como as vias utilizadas para acessar os nervos, permitiu a
realizacao, sem dificuldades, de todas as manobras necessarias para a aplicagdo dos
TS e TSC, entre os cotos dos nn.u e dos nn.t.

A seccao do nervo foi realizada apds a passagem do fio de sutura pelo tubo e
pelo epineuro dos nn.u e nn.t para se minimizar a possibilidade de traumas. Como é
reconhecido amplamente, traumas nos nervos sao indesejaveis e comprometem o
processo regenerativo (GIBSON; DANILOFF, 1989).

A utilizacdo de um espaco de 5mm entre os cotos proximais e distais dos nn.u e
dos nn.t neste estudo, também utilizado por DAHLIN et al. (2001) em seres humanos e
por CHEN et al. (2006b) em ratos, no momento da reparagéo, mostrou-se adequado
uma vez que ocorreu regeneragdo axonal. Em outras espécies, estudos tém utilizado
varias distancias. No rato, espécie em que a regeneracdo € muito rapida, ou seja,
ocorre em quatro semanas, utiliza-se 5mm (ASHUR et al.,1987; CHEN et al., 2000b),
10mm (CHEN et al., 2000; CHEN et al., 2000a) ou até mesmo 15mm (IKEGUCHI et al.,
2006; CHEN et al., 2007a). Nesta espécie, nao ha tempo para haver degeneracéo do
coto distal devido a rapida proliferagao axonal. No eqiino, nem mesmo a aposi¢céo do
nervo digital palmar dentro do tubo de silicone colaborou com o processo regenerativo
(DELISTOIANOV et al., 2006).

4.2. Avaliacdo do estado clinico geral dos animais e exame fisico do aparelho
locomotor

Apéds a retirada das bandagens dos antebracos dos animais dos Gl e Gll, bem
como dos pontos de sutura de pele, com sete e 10 dias, respectivamente, observou-se

cicatrizacdo das feridas cirurgicas dos nn.u e dos nn.t por primeira intengdo, nao
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constatando-se, em todo o periodo de observacdo, complicacbes como infecgdes,
fistulas e eliminagéo do tubo de silicone, exceto um animal do Gl, apresentou fistula no
local da ferida cirurgica do n.u reparado com TSC. Nao foi observada a eliminagdo do
tubo de silicone durante o tratamento da ferida.

A imobilizacdo dos membros, dificil para a espécie eqlina e apontada pelo
trabalho de DELISTOIANOV et al. (2006) como uma das causas de insucesso, foi
minimizada neste estudo pela escolha de nervos de regides de menor movimentacao,
ou seja, 0S nn.u e 0s nn.t.

Durante o periodo de observagdo os animais dos Gl e Gll, submetidos a
reparacdo de falhas dos nn.u e nn.t, evoluiram, do ponto de vista clinico geral, de
maneira satisfatoria, ndo apresentando restricdes e dificuldades quanto a alimentagao e
comportamento.

Nenhuma alteragao foi registrada ao serem realizados os exames fisicos do
aparelho locomotor — tanto na avaliacdo de claudicagdo quanto nos aspectos
neuroldgicos gerais, durante todo o periodo de observacao, tanto nos equinos do Gl
quanto nos do GIl. Os animais ndo apresentaram perturba¢des funcionais que
acarretassem em alteragdes na locomoc¢ao, haja vista que os equinos apresentaram-se
com andamento normal ao passo e ao trote de modo retilineo ou em circulos a direita
ou a esquerda ao trote. Ndo foi observado nenhum grau de fraqueza, espasticidade,
dismetria ou ataxia em nenhum dos oito equinos utilizados neste experimento.

Esses resultados confirmam que ndo houve déficit motor ou outras limitagées em

decorréncia da sec¢ao dos nn.u e até mesmo dos nn.t.

4.3. Avaliagcdo da recuperacdo sensitiva dos nervos ulnares e dos ramos
cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos

Na primeira semana pos-operatéria, ndo foram observadas respostas aos testes
de sensibilidade cutanea realizados pelo pincamento de pele das regides inervadas
pelos nn.u e nn.t. As primeiras reac¢des positivas ao teste de sensibilidade cutanea nos
respectivos nervos, foram observadas a partir da 92 semana apds procedimento

cirurgico, independente da reparagao com TS ou TSC.



27

A avaliagdo pelo teste de sensibilidade cutanea foi importante na confirmacgéo da
recuperacao sensitiva. Na 92 semana ja se observaram respostas aos estimulos de
pincamento de pele na regido inervada pelos nn.u e nn.t. Esse tempo esta de acordo
com o que ocorreu com caes (STOPIGLIA, 1992).

Os animais dos Gl e Gll, acompanhados por periodos de 13 ou 26 semanas, ao
final do periodo experimental, apresentaram respostas positivas aos estimulos
mecanicos nos nn.u e nn.t reparados com TS ou TSC, conforme Tabela 1. As respostas
positivas ao teste de sensibilidade cutadnea na regido inervada pelos nn.u e nn.t, foram
representadas respectivamente pela retirada do membro do solo e por tremores
cuténeos na regido do flanco. Ndo foram encontradas diferencas quando comparados o
grau de resposta evocada aos estimulos mecéanicos provocados na regido inervada

pelos nn.u e nn.t reparados com TS ou TSC.

Tabela 1. Reagdes positivas ao teste de pingamento de pele em equinos submetidos a
neurorrafia experimental com tubo de silicone sem colageno (TS) ou tubo de
silicone com colageno (TSC). Gl — periodo de observacéo de 13 semanas e Gill,

26 semanas.

92 Semana 102 Semana 132 Semana 262 Semana

Grupos
nn.u* nn.t nn.u nn.t nn.u nn.t nn.u nn.t
GI-TS 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 e e
GlI-TSC 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 1 S —
GIl-TS 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
Gl -TSC 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4

* nn.u — nervos ulnares; nn.t - ramos cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos.
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4.4. Avaliagcdo macroscopica

Na regiédo peri-neural aos TS e TSC observou-se formagao de tecido conjuntivo
fibroso acompanhado de rica rede de vasos neoformados, levando ao sangramento
imediato e em grande quantidade apoés incisao de pele sobre a regido dos implantes.

Sobre o tubo de silicone foi observada formacédo de tecido conjuntivo,
semelhante ao observado por CHEN et al. (2000) em ratos, DAHLIN et al. (2001) em
seres humanos e por DELISTOIANOV et al. (2006) em equinos. Este tecido foi incidido

para que se pudesse ter acesso e visibilidade do tubo (Figuras 4 e 5).

Figura 4. Aspecto macroscoépico do nervo ulnar de eqiino durante a realizagdo da bioépsia. Observar
tecido conjuntivo parcialmente removido ao redor do tubo (seta). Tempo de evolugdo de
13 semanas.
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Figura 5. Aspecto macroscopico do nervo ulnar (1) de eqilino exposto para a retirada do tubo de
silicone (2). Tempo de evolugéo de 26 semanas.

Apds a retirada do tubo de silicone, observou-se estrutura esbranquicada
cilindrica, com a mesma coloragdo do nervo, interligando os cotos proximais e distais
dos nn.u (Figuras 6 e 7) e dos nn.t. Esta estrutura, ou seja, o cabo de regeneracgéo,
ocupou a porgao central do tubo de silicone ao final do periodo experimental nos Gl e
Gll, independente do uso de TS ou TSC.

O cabo de regeneragdo formado entre os cotos proximal e distal apresentou
caracteristicas semelhantes as encontradas por STOPIGLIA (1992) em cées,
LUNDBORG et al. (1997) em seres humanos e por CHEN et al (2000) e IKEGUCHI
et al. (2006) em ratos.

N&o foram encontradas dificuldades no momento da retirada do tubo de silicone
devido a ndo aderéncia dos segmentos proximais, distais e cabos de regeneragao dos

nn.u e dos nn.t reparados com TS ou TSC.
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Figura 6. Aspecto macroscopico do nervo ulnar de equino ap6s a retirada do tubo de silicone. Observar
formato cilindrico do cabo de regeneracao (seta) formado entre os cotos proximal, a esquerda, e
distal a direita. Tempo de evolugéo de 13 semanas.

Figura 7. Aspecto macroscopico do nervo ulnar de eqiino apoés a retirada do tubo de silicone. Observar
formato cilindrico do cabo de regeneracédo (seta) formado entre os cotos proximal, a direita, e
distal a esquerda. Tempo de evolugao de 26 semanas.
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Os segmentos proximais e distais dos nn.u e dos nn.t apresentaram
caracteristicas de nervo normal. Ndo foram observados nos segmentos proximais
evidéncias de formacdo de neuromas, diferente, portanto, dos achados de
DELISTOIANOV et al. (2006) onde prevaleceu o crescimento axonal desorganizado e
proliferacao de tecido conjuntivo.

Foi verificada auséncia de tubo de silicone no n.u reparado com TSC do animal
do Gl que apresentou fistulagdo no periodo pds-operatério. Constatou-se também em
um n.t reparado com TSC do GllI, deiscéncia da sutura dos cotos com o tubo de
silicone. Esses nervos ndo foram testados ou colhidos.

Nos outros animais, os tubos de silicone mantiveram-se em posi¢céo, unindo os
segmentos nervosos proximais e distais pelos cabos de regeneragcédo neoformados. Nao
foram encontradas diferengas nos cabos de regeneragéo entre os segmentos proximais

e distais dos nn.u e dos nn.t reparados com TS ou TSC.

4.5. Avaliagdo da recuperagdo motora dos nervos ulnares e dos ramos
cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos

Apds a avaliagdo macroscopica da regido peri-neural aos TS e TSC, e seccao
longitudinal dos tubos para acesso aos cabos de regeneragdo, avaliou-se a
recuperagao motora por eletroneuroestimulagéo. Estimulos elétricos foram diretamente
aplicados sobre os segmentos proximais, distais e cabos de regeneracdo dos nn.u e
dos nn.t (Figura 8). As respostas observadas durante a avaliagdo motora estédo
sumarizadas na Tabela 2.

As respostas positivas aos estimulos elétricos aplicados diretamente no
segmento distal do n.u, dos animais dos Gl e Gll reparados com TS ou TSC, permitiram
observar pequenas contragdes do musculo flexor ulnar do carpo, como também,
contragdes do musculo obliquo externo do abdome apés estimulos no n.t.

Nao foram encontradas diferencas quando comparados o grau de resposta
muscular evocada aos estimulos elétricos aplicados nos segmentos dos nn.u e dos nn.t

reparados com TS ou TSC.
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Figura 8. Aspecto macroscépico do ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico (seta) de eqiino no
momento das estimulagbes elétricas dos segmentos nervosos. Tempo de evolugédo de
13 semanas.

Tabela 2. Respostas positivas a eletroneuroestimulacao ao final do periodo experimental
em equinos submetidos a neurorrafia com tubo de silicone sem colageno (TS) ou
tubo de silicone com colageno (TSC). Gl — periodo de observagéo de 13 semanas
e Gll, 26 semanas.

Nervos
Grupo experimental nn.u* nn.t*
GI-TS 0/4 0/4
GI-TSC 1/3 0/4
Gll-TS 3/4 3/4
Gll - TSC 3/4 173

* nn.u — nervos ulnares; nn.t - ramos cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos.
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A eletroneuroestimulacdo mostrou resultados de dificil interpretacdo, quando
correlacionados aos resultados observados no teste de sensibilidade cutanea e analise
histolégica. Na literatura ndo se encontram trabalhos sobre esse procedimento em
equinos, mas sim para outras espécies, com mensuracgao do potencial de ag&o evocado
e da velocidade de condugédo do nervo (LABRADOR et al.,, 1998; MURAKAMI et al.,
2003; IKEGUCHI et al., 2006; CHEN et al. 2007a). Portanto, a utilizagcdo de metodologia
adaptada, pode néo ter sido a mais indicada. Este € um assunto que merece mais
estudos.

4.6. Andlise histoldgica

As observagbes macro e microscopica demonstraram que o tubo de silicone
proporcionou uma orientagéo aos axénios em regeneracao, impediu a invasao de tecido
conjuntivo entre os cotos e a formagao de neuromas, corroborando com os resultados
de FIELDS et al. (1989), LABRADOR et al. (1998) e DAHLIN et al. (2001) em outras
espécies.

Observou-se nos segmentos proximais, distais e cabos de regeneragéo dos nn.u
e dos nn.t, dos animais dos Gl e Gll, ao final do periodo experimental, os seguintes
resultados:

Os segmentos nervosos proximais dos nn.u e dos nn.t, reparados com TS e
TSC, dos animais dos Gl e Gll, apresentaram a microscopia Optica de luz, em corte
transversal, aspecto tipico de um nervo periférico, constituido por varios fasciculos,
cada um com muitas fibras nervosas. O epineuro do feixe nervoso e o perineuro de
cada fasciculo apresentaram-se caracteristicos. Observou-se ainda, fibras nervosas em
espessuras diferentes, com revestimento mielinico e morfologia muito proxima do
normal (Figuras 9, 10, 11 e 12) de forma semelhante ao observado em caes por

STOPIGLIA (1992). A mielina ficou muito bem evidenciada na cor vermelha pelo TM.
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Figura 9. Aspecto microscépico do segmento proximal do nervo ulnar de equino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone sem colageno. Observar fasciculo envolto pelo perineuro (1) e fibras
nervosas mielinicas com morfologia proxima do normal (2). Tempo de evolugdo de 13 semanas.
TM, obj. 40x.

\

1

Figura 10. Aspecto microscépico do segmento proximal do nervo ulnar de eqiino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone com colageno. Observar fasciculo envolto pelo perineuro (1) e fibras
nervosas mielinicas com morfologia préxima do normal (2). Tempo de evolugédo de 26 semanas.
TM, obj. 40x.
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Figura 11. Aspecto microscépico do segmento proximal do ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico de
equino submetido a neurorrafia com tubo de silicone sem colageno. Observar fasciculo envolto
pelo perineuro (1) e fibras nervosas mielinicas com morfologia proxima do normal (2). Tempo de
evolugdo de 13 semanas. TM, obj. 40x.

Figura 12. Aspecto microscopico do segmento proximal do ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico de
equino submetido a neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar fasciculo envolto
pelo perineuro (1) e fibras nervosas mielinicas com morfologia proxima do normal (2). Tempo de
evolugdo de 26 semanas. TM, obj. 40x.
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Nos cortes longitudinais dos segmentos nervosos proximais dos nn.u (Figura 13)
e dos nn.t, reparados com TS e TSC, dos animais dos Gl e Gll, foram observados
epineuro e perineuro caracteristicos como nos cortes transversais e fibras nervosas
mielinizadas em trajeto longitudinal (Figuras 14 e 15). Notou-se ainda, células de
Schwann marcando o trajeto dos axdénios, e fibroblastos do endoneuro espalhados

entre as células de Schwann, muito mais numerosas.

Figura 13. Aspecto microscoépico do segmento proximal do nervo ulnar de eqiino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone sem colageno. Observar forma afunilada do nervo na transigdo do limite
com o tubo de silicone (1), fasciculos em orientagdo paralela (2) epineuro (3) e perineuro (4)
caracteristicos. Tempo de evolugdo de 26 semanas. TM, obj. 4x.



37

\

1

Figura 14. Aspecto microscépico do segmento proximal do nervo ulnar de eqiiino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone sem colageno. Observar fibras nervosas mielinicas em trajeto longitudinal
(1). Tempo de evolugéo de 13 semanas. TM, obj. 40x.

Figura 15. Aspecto microscépico do segmento proximal do nervo ulnar de eqiino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone com colageno. Observar fibras nervosas mielininicas em trajeto longitudinal
(1). Tempo de evolugdo de 26 semanas. TM, obj. 40x.
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Os segmentos distais dos nn.u e dos nn.t, reparados com TS e TSC, dos animais
dos Gl e GIl, apresentaram epineuro e perineuro caracteristicos, clara redugdo da
mielina, degeneracao walleriana, tumefacéo axonal, reducéo do didmetro dos fasciculos
e células de Schwann dispersas.

No entanto, os segmentos distais dos nn.u e dos nn.t reparados com TSC nos
dois grupos, em cortes longitudinais (Figura 16) e transversais (Figuras 18 e 20)
apresentaram visivelmente maior quantidade de axénios mielinizados e em processo de
remielinizagdo quando comparados aos nervos reparados com TS (Figuras 17 e 19). As
fibras nervosas dos segmentos distais, em cortes transversais, apresentaram-se pouco
visiveis, mais finas (caracteristica de fibras em regenerag¢ado), quando comparadas as
dos segmentos proximais, de forma semelhante ao observado em caes por STOPIGLIA
(1992).

=

Figura 16. Aspecto microscépico do segmento distal do nervo ulnar de eqliino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone com colageno. Observar fasciculos com fibras nervosas mielinicas em
trajeto longitudinal (1) e degeneragéo walleriana (2). Tempo de evolugdo de 26 semanas. TM, obj.
40x.
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Figura 17. Aspecto microscépico do segmento distal do nervo ulnar de eqiino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone sem colageno. Observar fibras nervosas em processo de remielinizagéo (1),
perineuro caracteristico (2) e degeneragédo walleriana (3). Tempo de evolugdo de 13 semanas.
TM, obj. 40x.
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Figura 18. Aspecto microscédpico do segmento distal do nervo ulnar de eqliino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone com colageno. Observar grande quantidade de fibras nervosas em processo
de remielinizagcado (1), perineuro caracteristico (2) e degeneracdo walleriana (3). Tempo de
evolucdo de 13 semanas. TM, obj. 40x.
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Figura 19. Aspecto microscédpico do segmento distal do nervo ulnar de eqliino submetido a neurorrafia
com tudo de silicone sem colageno. Observar fibras nervosas em processo de remielinizagéo (1),
perineuro caracteristico (2) e degeneragao walleriana (3). Tempo de evolugdo de 26 semanas.
TM, obj. 40x.

2\ /

Figura 20. Aspecto microscépico de segmento distal do nervo ulnar de eqliino submetido a neurorrafia
com tubo de silicone com colageno. Observar grande quantidade de fibras nervosas em processo
de remielinizagdo (1), perineuro caracteristico (2) e degeneragdo walleriana (3). Tempo de
evolugcdo de 26 semanas. TM, obj. 40x.
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Os cabos de regeneracgéo (Tabela 3) dos nn.u e dos nn.t reparados com TS e
TSC, dos animais do Gl, apresentaram em cortes transversais, epineuro espesso em
relacdo ao didametro do cabo de regeneracéo (Figuras 21 e 22), pequenos fasciculos
delimitados por tecido conjuntivo em quantidade variavel com presenga de fibras
nervosas mielinizadas e células de Schwann dispersas (Figuras 23, 24 e 25). As fibras
nervosas, quando visiveis, apresentaram-se mais finas (caracteristica de fibras em
regeneracéo), quando comparadas as do segmento proximal do mesmo nervo.

Observou-se pela analise histologica do cabo de regeneracdo que o periodo
requerido para regeneragao em equinos é superior ao de outras espécies, no entanto,
com 13 semanas ja se encontrou cabos de regeneracdo com algumas fibras

mielinizadas ou em processo de remielinizacéo.

Tabela 3. Avaliagdo microscopica de nervos de equinos submetidos a neurorrafia
experimental. Presenca de fibras nervosas no cabo de regeneragao interligando
o coto proximal ao distal em equinos submetidos a neurorrafia com tubo de
silicone sem colageno (TS) ou tubo de silicone com colageno (TSC). Gl —
periodo de observacéo de 13 semanas e Gll, 26 semanas.

Nervos
Grupo experimental nn.u* nn.t*
GI-TS 4/4 3/4
Gl-TSC 3/3 2/4
GIl-TS 4/4 3/4
Gll - TSC 4/4 313

* nn.u — nervos ulnares; nn.t - ramos cutaneos laterais dos 17° nervos toracicos.
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Figura 21. Aspecto microscopico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqliino submetido a
neurorrafia com tubo de silicone sem colageno. Observar epineuro desenvolvido (1) em relagdo
ao cabo de regeneragio (2). Tempo de evolugdo de 13 semanas. TM, obj. 4x.

Y

2

Figura 22. Aspecto microscépico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqiino submetido a
neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar limite (1) entre epineuro espesso (2) e
fibras nervosas em regeneracéo (3). Tempo de evolugdo de 13 semanas. TM, obj. 20x.



Figura 23. Aspecto microscépico do cabo de regeneragdo do ramo cutaneo lateral do 17° nervo toracico
de equino submetido a neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar fasciculos (1)
delimitados por tecido conjuntivo (2) e com presenga de fibras nervosas (3). Tempo de evolugéo
de 13 semanas. TM, obj. 20x.

Figura 24. Aspecto microscédpico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqiino submetido a

neurorrafia com tubo de silicone sem colageno. Observar a disposigdo das fibras nervosas
mielinicas regeneradas em pequenos fasciculos (1). Tempo de evolugdo de 13 semanas. TM,
obj. 40x.

43
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Figura 25. Aspecto microscépico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de equino submetido a
neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar a disposigdo das fibras nervosas
mielinicas regeneradas em pequenos fasciculos (1). Tempo de evolugdo de 13 semanas. TM,
obj. 40x.

Nos cabos de regeneragcédo dos nn.u e dos nn.t, reparados com TS e TSC, dos
animais do Gll, em cortes longitudinais, havia notavel proliferagdo de fibras nervosas,
em fasciculos, e de células de Schwann do segmento proximal ao distal com orientagéo
longitudinal paralela. Os cabos de regeneragdo reparados com TS (Figura 26)
apresentaram menor quantidade de fibras mielinizadas comparadas aos cabos
reparados com TSC (Figura 27).

A utilizacdo de colageno entre os cotos dos nn.u e dos nn.t, como substancia
estimulante do crescimento axonal, favoreceu o processo de regeneragdo, de forma
semelhante ao observado por SATOU et al. (1986), DA-SILVA (1993), LABRADOR et
al. (1998), VERDU et al. (2002); MURAKAMI et al. (2003), PHILLIPS et al. (2005),
CHENG et al. (2006) e LEE et al. (2006).



Figura 26. Aspecto microscépico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de equino submetido a

neurorrafia com tubo de silicone sem colageno. Observar a disposicdo das fibras nervosas
mielinicas em orientacao longitudinal paralela (1). Tempo de evolugédo de 26 semanas. TM, ob;j.
40x.

Figura 27. Aspecto microscépico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqiino submetido a
neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar a grande quantidade de fibras nervosas
mielinicas em orientac¢&o longitudinal paralela (1). Tempo de evolugdo de 26 semanas. TM, ob;j.
40x.
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Os segmentos proximais, distais e cabos de regeneracdo dos nn.u e dos nn.t,
reparados com TS e TSC, dos animais dos Gl e GIl, em cortes longitudinais e
transversais, apresentaram infiltrado inflamatério difuso de células mononucleares e
eosindfilos, de moderado a acentuado, proximo ao local de contato do feixe nervoso
com o tubo de silicone (Figura 28). Nao foi observado infiltrado inflamatério nos
segmentos proximais e distais, fora das areas préximas ao tubo.

A presenca de infiltrado inflamatério junto aos cotos e cabo de regeneracéo foi

discreta e ndo comprometeu o processo de regeneragao.

Figura 28. Aspecto microscépico do cabo de regeneragédo do nervo ulnar de eqiino submetido a
neurorrafia com tubo de silicone com colageno. Observar infiltrado inflamatério difuso (1),
proximo ao local de contato do feixe nervoso com o tubo de silicone (2). Tempo de evolugdo de
13 semanas. TM, obj. 20x.
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As avaliagdes, no seu conjunto, demonstraram que o processo de regeneragao
experimental de equinos pode ocorrer de forma satisfatéria, com restauracéo
morfoldégica e funcional dos nervos. Estudos futuros, visando aperfeicoamento da

técnica cirurgica, e a procura por substancias que promovam estimulo do crescimento

axonal em equinos s&o aconselhaveis.
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5. CONCLUSOES

Mediante a analise dos resultados obtidos neste estudo, foi possivel concluir

que:

1) A reparacdo com tubos de silicone nos nn.u e nos nn.t, possibilitou a
regeneracdo nervosa periférica em equinos, sem formagdo de neuromas e com

reduzida proliferagdo conjuntiva.
2) O uso de colageno favoreceu o processo de regenerag¢ao axonal.

3) Os nn.u e nn.t de eqliinos mostraram-se viaveis como modelo experimental

para o estudo da regeneracéo nervosa periférica.
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