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RESUMO

Foram estudadas neste trabalho quatro maneiras de regenerar o nervo ciatico do
rato em “gap” de 10 milimetros mediante tubulizagdo com veia normal e ao
avesso, preenchida ou ndo com o masculo tibial caudal direito. Foram utilizados
70 ratos Wistar, machos, pesando entre 180 a 210 g, divididos em quatro grupos
experimentais com 15 animais cada grupo (VASP — veia ao avesso sem
preenchimento; VAME — veia ao avesso preenchida com mdsculo esquelético;
VNSP — veia normal sem preenchimento e VNME — veia normal preenchida com
musculo esquelético) e um grupo com 10 animais (Sham) usado como controle. A
veia jugular externa esquerda foi utilizada como enxerto venoso. No grupo
“Sham” o nervo ciatico direito foi exposto sem realizar-se nenhum procedimento
sobre 0 mesmo. Os animais foram sacrificados 12 semanas apds a cirurgia.
Retirou-se amostras nos locais dos enxertos e nos cotos distais do nervo reparado,
destinadas as observagdes histomorfoldgicas e morfométricas. Para a analise
estatistica dos cinco grupos experimentais utilizou-se a analise de variancia
(ANOVA) com teste F e 0 método de Scheffe. Observou-se regeneracdo nervosa
em todos os grupos. Os melhores resultados foram obtidos nos grupos VASP,
VAME e VNSP. O pior resultado foi com o grupo VNME na maioria dos
atributos analisados, tanto no enxerto quanto no coto distal.

Palavras-chave: tubulizacdo; enxerto de veia jugular externa; masculo esquelético;
nervo ciatico; ratos; regeneracéo nervosa.



ABSTRACT

The venous tubulization procedure filled with muscle was used to study nerve
regeneration of the right sciatic nerve a 10 mm gap using different procedures.
Seventy male Wistar rats weighting 180 to 210 g were divided into four
experimental groups: inside-out vein graft (IOVG); inside-out vein graft filled
with skeletal muscle (IOVGSM); standard vein graft (SVG) and standard vein
graft filled with skeletal muscle (SVGSM), with 15 animals each. Ten rats were
used as sham control. Left external jugular vein were harvested and used to bridge
a 10 mm gap. In sham group the right sciatic nerve was expose without achieve
someone procedure on nerve. Animals were sacrificed 12 weeks after tubulization
and fragments obtained from the grafts and distal stumps were histomorphometric
analyzed. Statistical analysis (ANOVA, F-test and Scheffe's method) indicated
that the best results regarding nerve regeneration were observed in IOVG;

IOVGSM and SVG groups. The worst result was obtained with SVGSM.

Keywords: nerve tubulization autologous; vein graft external jugular; skeletal

muscle; sciatic nerve; rats, nervous regeneration
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1- INTRODUCAO

1.1 - Consideragdes gerais

As lesbes nervosas periféricas com alteragdes morfofuncionais
sdo de grande importancia clinica, porque podem prejudicar a funcéo,
comprometendo a sensibilidade e/ou a motricidade. Geralmente s&o reparadas
através de sutura dos cotos nervosos seccionados. Esta reparacdo € denominada
neurorrafia. A neurorrafia sé é possivel se o afastamento entre os cotos nervosos
for de pequena extensdo. Nas lesdes onde o afastamento for grande, frequentes em
casos de perdas teciduais (“gaps”), tais suturas diretas podem determinar tenséo,
levando a comprometimento da irrigacdo sanglinea local e mau resultado na
regeneracao nervosa (Sunderland, 1968; Terzis et al., 1975).

Hall (1997) demonstrou em roedores que “gaps” com mais de
dois centimetros necessitam tratamento cirargico, com a utilizacdo de algum tipo
de material para direcionar os neuritos para o coto distal. Alguns pesquisadores
afirmam que, geralmente, lesbes nervosas com mais de trés centimetros de perda
tecidual sdo inadequadas para simples conexdes, como as suturas epineurais, ou
seja, neurorrafias término-terminais, sendo mais indicado o enxerto autélogo de
nervo, geralmente sensitivo, sendo o nervo sural o mais utilizado (Sunderland,
1968; Hudson et al., 1979; Millesi, 1982). Limitacdes, como o calibre do nervo
lesado, levam a utilizacdo de diversos segmentos de enxerto de nervo. A grande
desvantagem deste método € a necessidade de grande namero de suturas que
podem aumentar a formagédo de fibrose local. Além disso, o emprego de nervo
doador leva a uma perda de sensibilidade na regido por ele inervada (Fawcett &
Keynes, 1986).

Diante das situacdes adversas relatadas, inimeros pesquisadores
tém voltado suas atencdes na busca de solucbes para o reparo de nervos
periféricos lesados. Tais pesquisas envolvem materiais biologicos e nao

bioldgicos tais como tubos de colageno, artérias, veias, moléculas de adeséo
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celular, tubos de silicone e polietileno (Fields et al., 1989); tubos de papel
(Kauppila et al., 1997); enxerto de nervos (Scharpf et al., 2003) e emprego de
técnicas combinadas como enxerto venoso e enxerto venoso preenchido com
musculo esquelético (Battiston et al., 2000; Geuna et al., 2000), ou enxerto venoso
preenchido com plasma rico em plaquetas (Roque, 2007).

A reparagdo do nervo periférico segue normalmente duas fases,
a degeneracdo e a regeneracdo neuronal. A degeneracdo compreende a
desmielinizacdo segmentar e degeneracdo Walleriana. Na degeneracdo por
desmielinizacdo segmentar, ocorre a dissolucdo da bainha de mielina em
segmentos isolados do nervo. A degeneracdo Walleriana ocorre apds trauma no
nervo, quando o axbnio e a bainha de mielina do coto distal desintegram-se
totalmente. Ja no coto proximal o local da lesdo também sofre alguma
degeneracdo retrograda até o primeiro nodo de Ranvier.

A degeneracdo Walleriana de ax6nios isolados e das bainhas de
mielina dos nervos periféricos lesados é pré-requisito para se estabelecer um meio
de desenvolvimento adequado a regeneragédo dos axénios (Fu & Gordon, 1997).

Apos a lesdo nervosa, num periodo de duas a trés semanas,
todos os axbnios e bainhas de mielina do coto nervoso distal se desintegram e 0s
remanescentes sdo geralmente removidos, através do recrutamento de celulas
mielomonociticas. As células de Schwann se dividem e comecam a se alinhar em
corddes celulares no interior dos tubos de lamina basal persistente, formando as
bandas de Biingner (Griffin et al., 1993).

Guda et al. (1993) estudaram a regeneracdo do nervo safeno em
coelhos, utilizando enxerto venoso, e ndo obtiveram resultado satisfatorio. Os
autores consideraram a hipotese de que o contato entre as células endoteliais do
segmento venoso transplantado e o tecido nervoso em regeneracdo tenha
estimulado o desenvolvimento de tecido conjuntivo integrante da parede vascular,
0 que culminou com a constricdo periférica do nervo antes desse iniciar a sua
propria regeneracao.

Itoh et al. (1996) estudaram em ratos a regeneracdo do nervo

ciatico, utilizando enxerto arterial, e também ndo obtiveram resultados
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satisfatorios decorrentes, segundo eles, da deficiéncia de laminina na membrana
basal necesséaria para acelerar a regeneragéo.

Outros autores concordam que a utilizacao de enxertos venosos
pode ser Util apenas em secc¢des nervosas com “gaps” de tamanho reduzido e em
nervos monofasciculados (Walton et al., 1989). Entretanto, ao utilizar enxertos
Venosos ao avesso em nervos mistos, como o0 nervo ciatico, foi observada grande
melhora na capacidade regenerativa das fibras nervosas (Wang et al., 1993).

O colégeno e a laminina tém efeito benéfico na regeneracao
nervosa periférica (Lander et al., 1985; Valentini et al., 1987).

Ferrari et al. (1999) e Barcelos et al. (2003) demonstraram que 0
enxerto venoso e arterial ao avesso, expondo a tanica adventicia ao contato direto
com axonios seccionados, constitui-se num bom “conduto” para a regeneragdo de
nervos com caracteristicas sensitivas, como o0 nervo safeno, e/ou mista como o
nervo ciatico. Segundo estes autores, tal conduto, além de ser permeavel a fatores
externos, encontram-se dotados de fatores tréficos tais como protocolageno,
laminina e fibronectina encontrados em proporgdes ideais e propiciando um
micromeio altamente favoravel a regeneracdo axonial.

Portanto, verifica-se a eficacia na regeneracdo nervosa periféerica
consequente a boa relagéo entre a tunica adventicia do vaso sangiiineo enxertado e
0 axonio lesado. Tal fato decorre da constituicdo diferente das tanicas intima,
média e adventicia em termos de componentes tissulares e/ou da concentracdo e

distribuicdo dos integrantes teciduais da estrutura histologica vascular.

1.2 - Consideracdes gerais sobre 0 nervo periférico

Os primeiros relatos sobre o sistema nervoso periférico foram
feitos por Hipocrates, no século quatro AC. Posteriormente, Herofilo investigou a
medula espinhal, identificando os nervos e distinguindo-os dos tenddes.

Os nervos sdo constituidos por fibras nervosas, sendo estas
constituidas de axdnios e protegidos por envoltérios de tecido conjuntivo, de

modo a preservar a continuidade, nutri¢do e protecdo das mesmas. Assim sendo o
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tecido conjuntivo perineural constitui o “estroma” dos nervos periféricos. O
endoneuro dispde-se ao redor dos axonios e sdo formados por fibras colagenas do
tipo 111, fibroblastos, células de Schwann, mastdcitos e células endoteliais da rede
capilar endoneural (Montes et al., 1984). No interior do nervo, as fibras nervosas
se organizam em fasciculos, que sdo envolvidos pelo perineuro. Esse € formado
por fibroblastos que constituem lamelas concéntricas e que atuam como barreiras
as substancias difusiveis, preservando o microambiente perineural, e atua ainda
como barreira mecanica as eventuais lesfes externas. Entre as camadas celulares
sdo encontradas fibras colagenas dos tipos | e Il (Peters et al., 1984). Os
fasciculos vdo formar o nervo, sendo este envolvido pelo epineuro, que da
sustentacdo ao nervo. No epineuro os fibroblastos organizam-se em camadas
concéntricas, separadas por fibras colagenas dispostas longitudinalmente, as quais
servem de protecéo e reforco estrutural. As células epineurais sdo fusiformes, néo
apresentam lamina basal e sdo ricamente vascularizadas, sendo que 0S vasos
sanglineos murais irdo trazer oxigénio e metabolitos essenciais ao nervo.

Os neurdnios apresentam dois tipos de prolongamentos, 0s
dendritos e os axonios. Os dendritos séo prolongamentos celulares multiplos, que
tendem a se ramificar, possibilitando uma expansdo consideravel da superficie
neuronal. Com os dendritos fazem contato a maioria dos prolongamentos de
outras células nervosas ou efetoras de respostas. Os axdnios conduzem o0s
impulsos nervosos desde o corpo celular até o ponto em que eles séo transmitidos
a outras células. Os axo6nios estdo em intima associacdo com as celulas de
Schwann e, dependendo da presenca ou ndo da bainha de mielina, podem ser
classificados como mielinicos e amielinicos. Externamente a bainha de mielina
estdo, em seqliéncia, o citoplasma e o nucleo da célula de Schwann e as fibras
colédgenas do endoneuro. Estes dois ultimos componentes sdo chamados de tubo
endoneural, o qual vai limitar externamente a fibra nervosa (Sunderland, 1968;
Lundborg, 1987).
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1.3 - LesOes nervosas periféricas

O conhecimento do tipo de lesdo e conseqlientemente do grau de
perda funcional tornam-se importantes para a indicacdo precisa da técnica de
reparo nervoso periférico a ser usada, bem como para a determinacdo do
prognostico (Ferreira et al., 1974).

Levando-se em conta que lesdes ou traumas nervosos S&o
relativamente freqlentes e que podem resultar no esmagamento ou secc¢des de
nervos, tendo como consequiéncia a perda ou a diminui¢do da sensibilidade e/ou
da motricidade no territorio inervado e o afastamento dos cotos nervosos em
seccao total, a distensdo dos tecidos nervosos tem um limite e devem ser evitadas
(Weinstein & Hering, 1992).

Os traumas nervosos periféricos sdo de grande importancia
clinica, em decorréncia das graves sequelas que com freqliéncia podem ocorrer,
principalmente aos territdrios inervados do membro superior e da face (Ferreira et
al., 1974). Assim sendo, lesdes nervosas periféricas ttm como sinais e sintomas a
dor local, a fraqueza muscular, atrofia, perda ou diminuicdo da sensibilidade
(Weistein & Hering, 1992).

Na tentativa de classificar as injurias nervosas apareceram varias
propostas, com terminologias diferentes (Seddon, 1943; Sunderland, 1968;
Mackinnon, 1989).

Seddon (1943) classificou as injurias nervosas em trés tipos,
neuropraxia, axonotmese e neurotmese.

A neuropraxia € a forma leve e transitoria de lesdo do nervo
periférico. E uma lesdo temporéria do nervo em que se mantém integra a
continuidade da bainha endoneural e dos axonios. Nesta lesdo ndo ocorre
degeneracdo Walleriana. A neuropraxia pode ser provocada por trauma ou
isquemia local do nervo. Como ndo houve perda na continuidade axonial, ocorre
recuperacdo espontanea e total da funcdo nervosa, normalmente poucos dias ou

semanas apos a lesdo.
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A axonotmese ocorre quando a continuidade do axodnio €
interrompida, mas a bainha endoneural continua intacta. Esse tipo de leséo pode
ser provocado por um forte trauma fechado, esmagamento do nervo ou tracéo
extrema do nervo. A axonotmese provoca degeneragdo Walleriana no coto distal e
em um ou dois nodos de Ranvier no coto proximal (Novak, et al., 2004). Como a
bainha epineural continua intacta, a regeneracdo axonial pode ocorrer ao redor de
um milimetro ao dia ou de uma polegada ao més (Novak, et al., 2004), com
recuperacdo da fungédo do nervo entre dois a seis meses.

A neurotmese é a forma mais grave de leséo do nervo. Envolve
completa perda de continuidade do nervo. Pode ser provocado por fraturas com
deslocamento desfavoravel, rompimento do nervo por projéteis de arma de fogo
ou ferimentos por arma branca. O progndstico para recuperacdo espontanea para
este tipo de lesdo é pobre, exceto se as extremidades do nervo estiverem bem
proximas e com orientacdo apropriada (Hupp, 2000).

Posteriormente Sunderland (1951) acrescentou a classificagdo
de Seddon (1943), mais dois tipos de lesGes. Assim teriam-se cinco tipos de leséo
nervosa descritas a seguir.

A lesdo tipo Sunderland | corresponderia a neuropraxia de
Seddon; a Sunderland Il corresponderia a axonotmese de Seddon; a Sunderland I11
corresponderia a neurotmese de Seddon; a Sunderland IV seria a neurotmese com
perda de continuidade do perineuro; e a lesdo tipo Sunderland V seria a
neurotmese com perda de continuidade do epineuro.

Posteriormente, Mackinnon (1989) relatou um tipo de leséo
onde havia combinagfes entre os varios padrdes de lesbes antes relatados e a
classificou como de tipo VI. Esta injuria comumente ocorre quando alguns
fasciculos do nervo periférico estdo funcionantes, outros fasciculos podem estar se
recuperando espontaneamente e outros fasciculos ainda podem requerer
intervencao cirurgica para permitir regeneracao axonial.

Com o intuito de facilitar a utilizacio e o entendimento
terminoldgico, Lundborg (1987) re-ordenou as classificacfes de Seddon (1943) e
Sunderland (1968), melhorando a sua utilizacdo e entendimento. O autor
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classificou como lesdo do tipo I, ou neuropraxia, a compressao local do nervo
periférico, provocando blogueio reversivel da conducdo do impulso nervoso e
preservando-se a continuidade e a excitabilidade dos axénios no local da injuria.

A lesdo do tipo Il de Sunderland seria aquela provocada por
compressdo que resulta na perda de continuidade axonial no local da injuria,
degeneracdo Walleriana no coto distal, mas com a preservacdo do tubo
endoneural. Ao nivel da injdria ocorre degeneragdo axonial proxima aos nodos de
Ranvier no coto proximal e distal, seguindo-se de desnervacdo muscular. O sinal
de Tinel esta presente e a regeneracdo ocorre a base de um milimetro/dia.

Quando ocorre a transecc¢do nervosa com perda de continuidade
tissular, ou seja, com o envolvimento de endoneuro, perineuro e epineuro,
requerendo reparo cirargico, Lundborg (1987) classificou como “neurotmese” ou
leséo do tipo I11, IV e V de Sunderland.

Na injdria do tipo Il ocorre degeneracdo Walleriana,
desnervacdo muscular, sinal de Tinel e os “tubos endoneurais” sdo afetados,
dificultando a reinervagédo do nervo lesado.

Na injaria do tipo IV ha uma grande area cicatricial presente no
local da injaria; desnervacdo dos musculos afetados, presenca do sinal de Tinel e
se faz necessaria cirurgia para restaurar a continuidade neural, ocorrendo uma
leséo axonial com envolvimento endoneural e perineural.

Na injuria do tipo V hd uma transecdo completa do nervo,
requerendo cirurgia para restaurar a continuidade neural.

De acordo com Asbury & Johnson (1978), todas essas
categorias poderiam ser subdivididas de acordo com o grau da lesdo, a extensao
linear da les&o e a quantidade de tecido conjuntivo frouxo envolvido.

Nas neurotomias com perda de segmento nervoso, com longos
“gaps”, ocorre dificuldade de contato do coto proximal com o coto distal. A
auséncia de estruturas para guiar 0 axonio em regeneracdo, tras como
consequéncia falha na reinervagdo por desorientacdo das fibras em crescimento,
formando-se 0s neuromas, ou seja, emaranhado de neuritos e tecido conjuntivo
(Lundborg, 1987).
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Hall (1997) relatou que o sucesso da neurorrafia em “gaps” é
menor quanto maior for a tensdo na zona de sutura.

A preservagdo tanto das membranas celulares quanto do
perineuro, apds a lesdo, € fundamental para a regeneracdo axonial, pois aquelas
servem como guias para os neuritos em crescimento (Ide et al., 1983). Estudos em
roedores mostraram que uma distancia entre os cotos nervosos superior a dois
centimetros necessita da colocacdo de algum tipo de material interposto para
poder direcionar 0s neuritos para o coto distal (Hall, 1997).

1.4 - Degeneracgédo Walleriana

Quando o axonio é lesado, extravasa material axoplasmatico no
local da lesdo. O extravasamento cessa ap0s alguns minutos havendo a
reorganizacdo da membrana plasmatica dos axonios e a regido fica intumescida.
Entdo, comecam a ocorrer fenbmenos degenerativos retrégrados, que podem
atingir os axdnios na area lesada (Waller, 1850).

Para que ocorra a regeneracdo adequada dos axénios lesados, no
sistema nervoso periférico, primeiro tem-se uma degeneracdo Walleriana dos
axonios e de suas bainhas de mielina (Fu & Gordon, 1997).

Uma alteracdo precoce, na zona de trauma, € a presenca do
edema endoneural, refletindo-se na quebra da barreira hemato-nervosa. No
restante do coto neuronal distal, as alteracdes séo sutis havendo uma tendéncia de
acumulo de organelas citoplasmaticas sob os nodos de Ranvier e as incisuras de
Schmidt-Lanterman (Ballin & Thomas, 1969).

Com a perda de comunicacdo numa transec¢do nervosa, O
segmento distal fica impossibilitado de manter a sua estrutura e integridade
funcional. Apos estas alteracdes preliminares, segue-se a desintegracdo granular
do citoesqueleto axoplasmatico, que se inicia 24 horas apds a lesdo e, 48 horas

apos, sao raras as fibras nervosas normais (Malbouisson et al., 1984).
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A desintegracdo do citoesqueleto axonial constitui um processo
ativo de destruicdo neuronal por protedlise enzimatica, sendo possivelmente
mediada por calpainas, as quais sdo proteases ativadas por célcio (Schlaepfer &
Hasler, 1979). Na fase precoce da degeneracdo Walleriana, 30 horas apds a leséo,
a precipitacdo local de célcio perde a sua caracteristica dominio-especifico e o
calcio aparece associado as areas de desintegracdo do citoesqueleto (Martinez &
Ribeiro, 1998). Isso coloca o célcio definitivamente como protagonista daquele
processo.

A bainha de mielina no segmento nervoso lesado € fragmentada
e depois fagocitada, principalmente por macrofagos. Apos a fagocitose, as células
de Schwann multiplicam-se intensamente e se diferenciam no interior dos tubos
endoneurais do segmento nervoso distal comecando a produzir mielina, para se
constituirem as bandas de Biingner, (Da-Silva, 1995).

McAllister & Calder (1995) descreveram também mudancas
celulares e moleculares ao longo de um nervo lesado, tanto no coto proximal
como no coto distal, sendo denominadas de degeneracdo Walleriana. Durante
duas ou trés semanas apo0s a leséo nervosa, todo o axénio e a bainha de mielina do
coto distal se desintegram e 0s seus remanescentes sdo removidos, principalmente
pelo recrutamento de células monociticas. Posteriormente as células de Schwann
se dividem e comecam a se alinhar em corddes celulares ao lado do tubo de
lamina basal persistente do neurdnio, formando as bandas de Bungner (Griffin et
al., 1993).

Quando numa lesdo nervosa ha a preservacao fisica dos cotos, é
grande a probabilidade de novos axdnios crescerem no local da lesdo dentro das
bandas de Blingner. Porém, se existir um espaco intersegmentar entre 0s cotos, 0
axonio em regeneracdo tem de transpor um territorio além do normal antes de
atingir a banda de Buingner, dificultando-se a regeneracao nervosa (Medinacelli &
Merle, 1991).

A mudanca no comportamento das células de Schwann,

ocorrendo hipertrofia do seu citoplasma e aumento dos movimentos
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citoplasmaticos invadindo o axénio, contribui para a degradacéo da fibra nervosa
(Lubinska, 1982).

Carpenter (1988) chamou atencdo para 0 acumulo de
mitocondrias no axoplasma junto aos nodos de Ranvier, a retracdo da bainha de
mielina, a segmentacdo do axoplasma, o rompimento das mitocondrias e a total
fragmentagdo da bainha de mielina e dos ax6nios no decorrer de trés a sete dias
pos-leséo.

Stoll et al. (1989) descreveram a acdo de macrdéfagos durante o
processo de autolise neuronal, fagocitando a bainha de mielina e os demais
fragmentos resultantes da degeneracdo Walleriana, como papel importante no
processo de regeneracao axonial.

AlteragOes ocorridas no nervo transeccionado sdo atribuidas a
ocorréncia de eventos celulares ligados a sintese protéica e ao transporte ativo
axoplasmatico, que vdo culminar na regeneracdo ou na morte neuronal. Estas
alteragcbes morfofuncionais séo caracterizadas pela cromatolise, ou seja, pela
dissolucéo de corpusculos de Nissl, sendo causada pela disperséo citoplasmatica
dos ribossomos e do reticulo endoplasmatico rugoso e por aumento da basofilia
citoplasmatica (Torvik, 1976). Tambem ocorre aumento do volume do ndcleo e
do nucléolo, com migracéo do ndcleo para a periferia do corpo celular (Fawcett &
Keynes, 1990).

Apos uma leséo, os axdnios possuem forte habilidade de crescer,
mas as estruturas endoneurais sdo incapazes de responder normalmente ao
crescimento axonial depois de uma degeneracdo avancada (RoOytta & Salonen,
1988).

As células de Schwann, proliferantes durante a degeneracao
Walleriana, produzem fatores neurotroficos para que os axdnios, em regeneracao,
estendam-se ao longo do gradiente destas substancias no interior do coto distal
(Lundborg et al., 1994; Da-Silva, 1995; Ide, 1996; Frostick et al., 1998; Thanos et
al., 1998; Grothe & Nikkhah, 2001). Ademais, células de Schwann mielinizantes e
ndo mielinizantes apresentam padrdes distintos de expressdo de fatores

neurotroficos (Friedman et al., 1992).
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O conhecimento dos eventos moleculares, envolvidos no
processo de degeneracdo Walleriana, pode ajudar na compreensdo do fenémeno
degenerativo em si, no prognostico das mais diversas lesdes do sistema nervoso
periférico e, por fim, prover bases quanto a interrup¢do do processo em si. Esta
sequéncia de eventos envolvidos no processo fornece elementos para se fazer o

prognostico da lesdo (Ferreira & Martinez, 2000).

1.5 - Regeneracao nervosa periférica

Lundborg (1987) comparou a diferenca na capacidade
regenerativa do sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico,
mostrando que esta diferenca estava principalmente na composi¢cdo do micro
ambiente dos nervos, onde a natureza da matriz extracelular e a acdo dos fatores
neurotroficos sdo fundamentais para o sucesso do processo de regeneracao
nervosa.

Com o processo regenerativo neuronal ha um aumento
significativo da sintese protéica, sendo que as principais proteinas sintetizadas e
transportadas estdo relacionadas a reconstrucdo do axénio, havendo um
decréscimo na sintese daquelas proteinas relacionadas a transmissao sinaptica
(Wells & Vaidya, 1994; Gillen et al., 1995).

Segundo Fawcett & Keynes (1990) e Fawcett (1992), a
probabilidade de regeneracdo neuronal depende também da capacidade das células
ndo neurais do nervo, de reorganizar a regido lesionada em tempo habil,
proporcionando um microambiente adequado para o subseqiiente crescimento
axonial. Depende ainda da capacidade intrinseca dos neurdnios para desenvolver
uma resposta regenerativa satisfatoria apos ocorrer uma leséo nervosa.

Ramon & Cajal (1928) demonstraram o efeito de atragdo do
coto nervoso distal sobre os axbnios vindos do coto proximal em nervo

transeccionado, até quando ambos 0s cotos ndo estavam alinhados. O coto distal
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desempenha duas fungdes distintas no processo de reparo. Inicialmente ele atrai o
axonio em crescimento e depois suporta sua regeneracdo nas bandas de Blingner
(Forssman, 1990).

Terzis et al. (1975) alertaram para o problema de tensao durante
a tentativa de sutura dos cotos nervosos, visto que, normalmente os cotos
transeccionados retraem-se. Além disso, na maioria das vezes, €& necessario
ressecar segmento de nervo no local da lesdo produzindo intervalo maior
intercotos, 0 que causaria uma tensdo na linha de sutura dificultando a
neovascularizagédo, culminando no fracasso do reparo nervoso.

ApoOs a lesdo nervosa, o0 pre-requisito primordial para a
regeneragdo € a sobrevivéncia do neurénio, e isso depende de trés fatores: o tipo
de neurbnio, a idade e a distancia da lesdo em relacdo aos componentes dos
pericarios. As células ndo neuronais, proximas ao corpo do neurénio e do local da
lesdo axonial, secretam e libertam substancias denominadas de fatores
neurotroficos, 0s quais concorrem para a sobrevivéncia do neurénio apés a leséo
(Brown, 1972; Asbury & Johnson, 1978; Bharali & Lisney, 1990; Liuzzi &
Tedeschi, 1991; Korsching, 1993; Da-Silva, 1995; Fu & Gordon, 1997; Frostick
et al., 1998).

Quanto ao tipo de neurdnio, 0os motoneurdnios espinhais sao
menos susceptiveis a morte celular do que os neurdnios cranianos e também os
neurdnios sensitivos (Brown, 1972; Asbury & Johnson, 1978; Fu & Gordon,
1997). Em animais neonatos e jovens o nimero de neurdnios sensitivos e motores
mortos apds uma lesdo nervosa € maior do que em animais adultos (Liuzzi &
Tedeschi, 1991; Fawcett, 1992; Vaughan, 1992; Blottner & Baumgarten, 1994; Fu
& Gordon, 1997; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Com relacgéo a idade, contudo, alguns estudos demonstraram um
pequeno decréscimo na velocidade de regeneracdo nervosa, bem como na
frequéncia do brotamento axonial (Lundborg, 1987; Fawcett, 1992; Vaughan,
1992; Midroni et al., 1995; Verdu et al., 1995). Ademais, a resposta mais
satisfatoria ao reparo nervoso, em pacientes humanos mais jovens, estava

relacionada a maior adaptabilidade compensatéria do sistema nervoso central
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juvenil a situagdes novas (Brown 1972; Asbury & Johnson, 1978; Watchmaker &
Mackinnon, 1997). Poderia ainda influenciar a regeneracdo nervosa periférica a
subnutricdo, posto que afeta o calibre axonial e os microtibulos dos axdnios, tanto
em animais experimentais em desenvolvimento como em adultos (Faundez et al.,
1990).

Para iniciar uma resposta efetiva que sustente 0 processo
regenerativo, a célula nervosa, apos qualquer tipo de lesdo, sofre mudancas
morfologicas, metabdlicas, fisiologicas e genéticas (Ribaric et al., 1991; Fawcett,
1992; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Frostick et al., 1998; Thanos et al.,
1998). Logo, a resposta regenerativa é efetivamente multifatorial e depende de
alguns fatores bioldgicos.

O pericario pode variar a sua reacdo de acordo com a sua
proximidade da lesdo nervosa, e atinge 0 auge dessa atividade por volta da
segunda ou terceira semana apds a lesdo (Lundborg, 1987; Da-Silva, 1995). As
células de Schwann estdo separadas do tecido conjuntivo endoneural por tubos da
lamina basal, presentes tanto nos grupos de axdnios mielinicos como nos grupos
de axdnios amielinicos (Ide, 1983; Ide et al., 1983; Lundborg, 1987; lde & Kato,
1990; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Da-Silva, 1995; Ide, 1996; Fu & Gordon 1997,
Thanos et al., 1998). Aqueles tubos servem como conduto para o alongamento, a
manutencdo e a maturacdo dos axdnios em regeneracdo (Ide, 1996; Fu & Gordon,
1997; Thanos et al., 1998).

Com a descoberta das moléculas que formam a lamina basal das
celulas de Schwann e do endoneuro, tais como a laminina, o colageno do tipo IV,
as proteoglicanas de sulfato de heparana e a fibronectina (Bunge, 1987; Fu &
Gordon, 1997) comecou-se a fazer cultura tecidual de fibronectina e laminina (Ide
et al., 1983; Barnes, 1985; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Albert et al., 1997; Thanos et
al., 1998), de colageno (Labrador et al., 1998; Trigg et al., 1998) ou so de
laminina (Trigg et al., 1998), visando aumentar a regeneracdo durante o reparo
Nervoso.

Uma série de estudos “in vitro” tem demonstrado que o contato

axonial € normalmente necessario para a deposi¢cdo de matriz extracelular na
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célula de Schwann. Ha evidéncias de que os fibroblastos segregam fatores que
estimulam a deposicdo de lamina basal pelas células de Schwann, na auséncia de
axonios (Obremski et al., 1995).

O contetdo da lamina basal é de colageno do tipo 1V, laminina,
proteoglicanas e fibronectina, que sdo moléculas promotoras do crescimento
axonial “in vitro” ou “in vivo” (Wang et al., 1992). A laminina cultivada “in vitro”
tem afetado diversos aspectos tais como a divisdo, difusdo e migracao celulares e
a manutencdo de fenotipos diferenciados (Timpl & Brown, 1994).

Ap0s ocorrer uma lesdo nervosa, as mudancas iniciais no nervo
periférico sdo equivalentes a uma resposta inflamatoria e envolvem uma
transformacéo local dos elementos celulares mononucleares, de origem sanguinea,
em macrofagos locais (Gibson, 1979). O periodo de recrutamento dos macréfagos
no sistema nervoso periférico ocorre antes e durante o processo de proliferacao
das células de Schwann. Perry et al. (1987) relataram que os macrofagos podem
ser importantes na remogdo rapida da mielina do nervo periférico em
degeneracdo.

Os brotos nodais do coto proximal estendem-se, aderindo a
superficie interna da sua propria lamina basal e atravessam o “gap” atingindo o
tubo de tecido conjuntivo para entrar no segmento nervoso distal. O contato
axénio — lamina basal é mediado em sua maior parte pela laminina (Lundborg et
al., 1994; Da-Silva, 1995; Fu & Gordon, 1997). No coto distal o crescimento dos
axonios é mediado por moléculas de adesdo hemofilicas (MACs), promovendo a
ligagdo a outras moléculas da superfamilia das imunoglobulinas e da familia das
caderinas (Lundborg et al., 1994; Ide , 1996; Albert et al., 1997; Fu & Gordon,
1997; Thanos et al., 1998). Recentemente identificou-se a “ninjurin”, uma
proteina estimulada pela lesdo nervosa, como sendo a molécula de adeséo,
induzida apds a axoniotomia (Thanos et al., 1998).

Anteriormente Ramon & Cajal (1928) ja acreditavam que o
crescimento nervoso era direcionado por um gradiente bioquimico, pelo qual as
fibras nervosas, em regeneragdo, eram guiadas por trofismo quimico até o alvo

apropriado.
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A proliferacdo das células de Schwann, durante a degeneracao
Walleriana, produz fatores neurotréficos para que os axénios em regeneragdo se
estendam ao longo do gradiente dessas substancias no interior do coto nervoso
distal (Lundborg et al., 1994; Da-Silva, 1995; Ide, 1996; Frostick et al., 1998;
Thanos et al., 1998; Grothe & Nikkhah, 2001).

Friedman et al. (1992) notaram que aqueles fatores citados
apresentavam comprometimento distinto para as células de Schwann,
mielinizantes e ndo mielinizantes. Igualmente, a sobrevivéncia neuronal estava
diretamente ligada aquelas substéncias, as quais eram ligadas a receptores
especificos e eram internalizadas e transportadas retrogradamente pelo axénio até
0 corpo do neurénio (Heumann, 1987; Barde, 1989; Korsching, 1993; Lundborg
et al., 1994a; Da-Silva, 1995; Grothe & Nikkhah, 2001).

Também influenciando a sobrevivéncia neuronal foram
encontrados fatores derivados de outros neurdnios e fatores hormonais (Liuzzi &
Tedeschi, 1991). Os fatores associados ao crescimento axonial, como o NGF, séo
fortemente mitogénicos e derivam das celulas de Schwann segundo observacoes
feitas “in vitro” (Fu & Gordon, 1997).

O fator de crescimento epidermal (EGF) parece estar associado
a proliferacdo de fibroblastos e de células de Schwann, portanto aumentaria a
atividade promotora de crescimento axonial (Watchmaker & Mackinnon, 1997).

O fator de crescimento neuronal FCN produzido pelos neurdnios
simpaticos e sensitivos, e certos tipos de neurdnios colinérgicos centrais, serve
como suporte adicional a sobrevivéncia neuronal (Heumann, 1987; Korsching,
1993; Blottner & Baumgartem, 1994; Ide, 1996; Fu & Gordon, 1997; Thanos et
al., 1998; Yin et al., 1998).

Ademais, se sabe que é homologo ao fator de crescimento
nervoso o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF), o qual é também
efetivo na sobrevivéncia e no crescimento ndo s6 dos neurdnios sensitivos e
simpaticos, como também dos neurdnios motores somaticos (Ide, 1996; Yin et al.,
1998).
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Em neurdnios parassimpaticos embrionarios do ganglio ciliar de
galinha, foi identificado o fator neurotrofico ciliar (CNTF), que facilita a
sobrevivéncia de neurbnios ganglionares autondémicos e da raiz dorsal do nervo
misto, de motoneurdnios e de neurdénios do hipocampo (Fu & Gordon, 1997).
Kreutzberg (1996) aplicou o CNTF nos neur6nios volumosos do nucleo motor
pontino do nervo facial. Da-Silva (1995) relatou a reducdo da atrofia muscular
decorrente de lesdo nervosa periférica com a aplicacdo exdgena do CNTF.

Os fatores heparina-ligantes e os fatores de crescimento
fibroblasticos (FGFs), produzidos por células de Schwann, promovem a
sobrevivéncia neuronal (Liuzzi & Tedeschi, 1991; lde, 1996; Fu & Gordon,
1997). Os indutores de neoangiogénese e do crescimento de neuritos, além dos
produzidos pelas células de Schwann (Liuzzi & Tedeschi, 1991; Fu & Gordon,
1997), também promovem sobrevivéncia neuronal.

Conhece-se que a regeneracdo nervosa esta sob a influéncia
mecanica da orientacdo do contato, neurotropismo e neurotrofismo das fibras
nervosas. Enquanto o neurotrofismo implica na habilidade de influenciar na
maturacdo do nervo, o neurotropismo influencia a regeneracdo direcional do
nervo, dependente da distancia entre os cotos, proximal e distal do nervo
seccionado (Mackinnon, 1989). Lundborg et al. (1994a) ressaltaram a importancia
para a sobrevivéncia dos neurénios, dos fatores neurotréficos derivados do 6rgao
alvo da inervacdo. Ha evidéncias sobre a influéncia neurotrofica exercida por
moléculas da lamina basal de fibras musculares (Mackinnon et al., 1988; Liuzzi &
Tedeschi, 1991), no reparo neuronal.

1.6 - Reparo nervoso periférico

ApoOs a lesdo nervosa o cirurgido deve fazer o mapeamento
fascicular nervoso e a neurolise interna, bem como previnir a formacdo de

neuromas que prejudicam a continuidade nervosa intrinseca (Mackinnon, 1989).
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Baseado em experiéncia pessoal, Babcock (1927) estabeleceu técnicas
padronizadas para a operacdo de nervos periféricos lesados como, por exemplo,
exploracdo intraneural, neurdlise, dissecacdo e seccdo de algumas fibras e
neurorrafia.

Quando é usada a técnica convencional, por meio de simples
neurorrafia término-terminal, o sucesso da regeneracdo nervosa pode ndo ocorrer,
devido a perda de segmentos do nervo provocado pelo trauma ou pela retragdo das
extremidades seccionadas. A demora do reparo nervoso leva a retracdo e a
resseccdo de suas extremidades, antes da sutura. Nestas situacdes a aproximacao
direta das extremidades pode comprometer o resultado, sendo indicado nestes
casos 0 reparo nervoso com algum tipo de enxerto.

O uso de enxerto nervoso em seres humanos foi relatado pela
primeira vez em 1878, mas o grande uso dessa técnica ocorreu durante a Segunda
Guerra Mundial, quando o enxerto de nervo transformou-se no método padréo
para o reparo de perda tecidual de um segmento nervoso (Wiberg & Terenghi,
2003).

Para se obter resultados mais satisfatorios, alguns quesitos
basicos devem ser considerados durante a realizacdo do reparo nervoso periférico
tais como a utilizacdo de equipamentos que ampliem o campo visual de trabalho,
uso de sutura epineural e reparo fascicular quando a anatomia intraneural for
favoravel, e aproximacdo dos cotos livres de tensdo. Necessita destaque ainda
aspectos tais como, interpor enxerto de nervo quando houver perda de segmento
nervoso, optar por reparo primario sempre que possivel e, quando se fizer reparo
secundario, realiza-lo dentro de até trés semanas, visando maximizar os resultados
almejados (Mackinnon, 1989; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

A tensdo elevada no nervo, provocada por reparo do tipo
término-terminal, leva a debilidade na recuperacdo funcional e diminuicéo
expressiva no diametro do axénio (Zhang et al., 2001). Quando a lesdo nervosa
ndo leva a perda de segmento nervoso, a neurorrafia término-terminal, feita com
fio fino na bainha nervosa, deve ser a técnica preferencial (Babcock, 1927; Bora,
1967; Sunderland, 1968; Hakstian, 1973; Terzis et al., 1975; Van Beek, 1977,
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Bora Junior, 1978; Hudson et al., 1979; Rouleau et al., 1981; Millesi, 1981;
Braun, 1982; Millesi, 1982; Ide, 1983; Lundborg, 1987; Zhao et al., 1997,
Santamaria et al., 1999; Yuksel et al., 1999).

Nos casos de ocorréncia de lesdo nervosa, quando ha perda de
segmentos nervosos, existem muitas técnicas de reparo nervoso periférico
utilizando tecidos diferentes do nervoso para unir ou envolver as extremidades do
nervo lesado. Dentre elas se utilizam como materiais de enxertos: membrana
cartilaginea (Baniu & Bodes, 1939; Fields et al., 1989), tubo fibrocartilaginoso
envolto em fascia (Watanabe et al., 2001), e tubos de pericardio bovino (Virmond
& Pereira, 2000). Tubos de materiais bioldgicos constituidos por 0sso, caseina,
peritonio, dura-mater, fascia, gordura, colageno, gelatina e moléculas de adeséo
também tém sido usados (Fields et al., 1989; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Ademais, em casos de neurotomia com perda tecidual (lesdo do
tipo V), a reconstituicdo nervosa pode ser realizada utilizando-se o proprio tecido
nervoso, ou parte dele, como utilizagdo de enxerto nervoso periferico (Baniu &
Bodes, 1939; Lundborg, 1987; Mackinnon et al., 1988; Lundborg et al., 1994b;
Trumble & Parvin, 1994; Amillo et al., 1995; Watchmaker & Mackinnon, 1997).
Também se pode utilizar o tubo epineural, durante a reconstituicdo nervosa,
quando héa perda de segmentos nervosos (Karacaoglu et al., 2001).

Além disso, foram utilizados materiais sintéticos para o reparo
nervoso periférico empregando-se, por exemplo, polietileno, silicone, metais,
plasticos, celulose, polimeros de acido glicdlico, combinados ou ndo com agentes
neurotroficos bioquimicos (Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989; Evans et al.,
1991; Frykman, 1993; Dellon, 1994; Watchmaker & Mackinnon, 1997; Watanabe
et al., 2001; Wang et al., 2005).

Experimentalmente, também foram testados, para substituir as
suturas, a cola de fibrina visando o reparo nervoso periférico, com bons resultados
(Young & Medawar, 1940; Viterbo et al., 1993b; Reis et al., 1998; Reis, 1999;
Vicente, 1999; Reis & Rodrigues, 2000; Reis et al., 2000; Vicente et al., 2000).

Balance et al. (1903) descreveram a neurorrafia término-lateral

para paralisia do nervo facial, com incisdo no nervo doador.
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Viterbo et al. (1992) introduziram a neurorrafia término-lateral
sem lesdo no nervo doador permitindo, portanto, que qualquer nervo possa
servir como doador sem prejuizos a0 mesmo ou as estruturas por ele inervadas.

Jaberi et al. (2003) afirmaram que sutura microcirurgica,
término-terminal ou término-lateral, com enxertos, deve ser indicada quando a
distancia (“gap ”) entre os cotos nervosos for extensa.

Concernente a técnica de obtencéo e preparacdo do enxerto, ha
uma grande variedade de técnicas podendo-se citar os enxertos celulares ou os
acelulares (Fu & Gordon, 1997; Sondel et al., 1999; Frerichs et al., 2002), e os
enxertos vascularizados ou livres de vascularizacdo (Doi et al., 1987; Hems &
Glasby, 1992; Kanaya et al., 1992; Umeda et al., 1996; Schultes et al., 2001),
Outros tipos de enxertos usados sdo: enxerto fresco (Bunnell & Boyes, 1939;
Berger & Millesi, 1978; Lundborg et al., 1994; Reis, 1999; Timothy et al., 1999;
Couturier et al., 2002; Vicente, 2003); enxertos pré-degenerados (Bunnell &
Boyes, 1939; Danielson et al., 1994; Lundborg et al., 1994); enxertos congelados
(Ide et al., 1983; Ide & Kato, 1990; Ruwe & Trumble, 1990; Trumble & Parvin,
1994) e enxerto autdlogo (Naffziger, 1921; Seddon, 1943; Seddon, 1963; Berger
& Millesi, 1978; Zalewski & Gulati, 1982; Millesi, 1986; Jeng & Coggeshall,
1987; Shenag et al., 1989; Wong & Scott, 1991; Hems & Glasby, 1992; Viterbo,
1992; Dellon & Dellon, 1993; Somazz, 1994; Bertelli et al., 1996; Umeda et al.,
1996; Reis, 1999; Wang et al., 1999; Reis et al., 2000; Schultes et al., 2001;
Couturier et al., 2002; Young et al., 2002; Fernandez et al., 2003; Holtzer et al.,
2003; Takasaki et al., 2003; Vicente, 2003; Ferraresi et al., 2004; Myckatyn et al.,
2004; Wang et al., 2005). Enxertos alogénicos (Zalewski & Gulati, 1982; Godat et
al., 2002), enxertos isogénicos (Trumble & Parvin, 1994; Oliveira, 1996; Rovak et
al., 2000; Goheen—Robillard et al., 2002), e enxertos xenogénicos (Osawa et al.,
1987), foram também utilizados.

Segundo Wiberg & Terenghi (2003), a utilizagdo de segmento
nervoso para enxerto autdlogo resulta em morbidade da area doadora, incluindo
formacdo de cicatriz local, perda de sensibilidade e possivel formacdo de neuroma

doloroso. Alem disso, os nervos doadores sdo frequentemente de calibres
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pequenos e em numero limitado, dificultando a sutura. Isso torna evidente a
necessidade de utilizar-se método alternativo, objetivando construir uma ponte de

conexao entre 0s segmentos Nervosos remanescentes.

1.7 - Reparo nervoso periférico com vasos sanguineos

Os principais componentes da matriz extracelular de um vaso
sdo elastina, colageno, proteoglicanas (Wight, 1996 “apud ” Thyberg, 1998) e
fibronectina (Risau & Lemmon, 1988 apud Thyberg, 1998). Ademais, €
conhecido que a tunica externa das veias € rica em colageno, enquanto que a
tunica média é rica em fibras musculares e laminina. Assim, muitos autores
afirmaram que o colageno associado a laminina possui efeito benéefico na
regeneragdo nervosa periférica (Lander et al., 1985; Valentini et al., 1987). N&o
esta totalmente elucidado o papel funcional efetivo da laminina no crescimento
dos neuritos, mas sabe-se que ela interage com os fatores neurotroficos,
funcionando como um substrato favoravel a regeneracéo nervosa (Kauppila et al.,
1997).

Suportando a camada endotelial de um vaso sangiiineo encontra-
se a membrana basal, a qual contém colageno do tipo IV, laminina, fibronectina,
elastina e microfibrilas associadas, fator de Von Willebrand, trombosplastina e
sulfato heparana (Packham & Mustard, 1984). Alguns autores citam a laminina e
0 colageno do tipo IV como sendo os dois principais componentes desta
membrana (Grant & Kleinman, 1997), sendo que o colageno do tipo IV se
encontra concentrado no subendotélio e também esta esparsamente distribuido na
tunica vascular média e na adventicia (Lethias et al., 1996).

Na tunica média, os colagenos dos tipos I e Il encontram-se
organizados em feixes fibrilares, dispostos em torno das células musculares lisas
(Lohler et al., 1984 “apud ” Thyberg, 1998). O colageno do tipo I, entretanto, tem

maior prevaléncia na adventicia da aorta, apresentando-se apenas em pequenas
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quantidades nas tunicas intima e média. Ja o colageno do tipo Il parece ser um
importante componente da adventicia de ambos 0s vasos sanguineos, artérias e
veias, sendo o principal componente desta tinica (Farquharson & Robins, 1989).

Na tanica adventicia das artérias de grande calibre encontramos
uma camada de tecido conjuntivo relativamente delgado, que apresenta,
normalmente, metade da espessura da tunica media. Nas veias, a tunica
adventicia, que apresenta também uma rede de fibras de elastina, € mais espessa
do que a media. Nestas, porém, a tunica média é significativamente mais delgada
do que aquelas das artérias de calibre médio (Ross et al., 1995). Nas artérias de
grande calibre, membranas elasticas internas e externas separam a tunica média
das camadas intima e adventicia, respectivamente. Além disso, lamelas elasticas
dividem a camada média em diferentes camadas celulares (Holzenberger et al.,
1993 “apud ” Thyberg, 1998). Nas veias, a camada endotelial apresenta uma
membrana basal rica em laminina e a tinica média € constituida por uma delgada
camada muscular, também rica em laminina. A adventicia vascular é normalmente
rica em colageno (Ferrari et al., 1999).

Chiu & Strauch (1990) propuseram a utilizacdo de tecidos
autdgenos como 0s enxertos venosos, com o intuito de prevenir a formacéo de
cicatrizes dentro da area em regeneragéo.

Wang et al. (1995) analisaram comparativamente o tratamento
de “gaps” com 10 milimetros em nervo ciatico de ratos com enxerto venoso ao
avesso ou enxerto de nervo. Sacrificaram-se os ratos em dois tempos distintos de
8 e 12 semanas pos-enxertos. Encontraram melhores resultados no enxerto venoso
a0 avesso em comparagdo ao enxerto nervoso. Nos animais com 12 semanas apds
a enxertia os resultados eram melhores do que no prazo de 8 semanas, pois a
degeneracéo estava completa no coto distal.

Guda et al. (1993) compararam a reparacdo de nervo safeno de
coelhos feita com sutura convencional e enxerto venoso. Perceberam grande
fibrose no enxerto venoso e, por isso, aconselharam cautela no uso deste tipo de

reparacao de nervo periférico.
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Outro estudo comparativo foi feito entre 0 uso de enxerto
venoso e de enxerto muscular acelular (sem miocitos), mas com cultura de células
de Schwann, em ratos. Concluiram que o enxerto muscular com células de
Schwann regenerou o tecido nervoso numa distancia de até 25 milimetros (Fansa
et al., 2003).

Em seccOes nervosas de tamanho reduzido, feitas em nervos
monofasciculados, que a utilizacdo de enxertos venosos pode ser atil (Walton et
al., 1989). Porem, em nervos mistos e, principalmente nos nervos motores, como
0 nervo ciatico, foi observada uma grande melhoria na capacidade regenerativa de
suas fibras (Wang et al., 1993).

Tang et al. (1993) usaram enxerto venoso autégeno no reparo de
nervo digital da méo durante a cirurgia do tendao flexor na zona 2. Os defeitos
nervosos variavam numa faixa entre 0,5 a 5,8 centimetros de comprimento. Uma
veia era retirada do antebraco e virada ao avesso para a interposi¢cdo do nervo
digital e, em defeitos acima de dois centimetros, enxerto de nervo era inserido no
conduto venoso. Os resultados sugeriram que o enxerto venoso é um método
viavel e prético.

Shuotun et al. (1994) usaram veia umbilical humana aplicada ao
nervo ciatico de 46 ratos com “gaps” nervosos de meio centimetro no membro
posterior de um lado, e no outro lado usaram sutura epineural. Os resultados
foram analisados no pré e no pos-operatorio por eletrofisiologia, estudos micro-
anatdémicos e de microscopia eletronica. Concluiram que a veia umbilical humana
é material adequado para se usar como “guia” de crescimento axonial.

Tang (1995) usou conduto venoso na interposicdo de tecido
nervoso em defeitos nervosos medindo entre 2 e 5,8 centimetros. Os resultados da
reinervacdo foram observados por eletromiografia. Este autor concluiu que esta
técnica € um procedimento pratico e razoavel para repor defeitos entre 2 a 4,5
centimetros.

Tang et al. (1995) analisaram trés casos em que 0S espacos
intersegmentares eram grandes ou as condi¢Ges eram desfavoraveis, no reparo

nervoso, usando-se conduto venoso. Neste trabalho, os autores sugeriram que o
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conduto venoso ndo esta indicado para uso em espacos intersegmentares nervosos
acima de 5,0 centimetros ou para o reparo primario de nervos com injarias
multiplas.

Malizos et al. (1997) analisaram a eficacia do uso de enxerto
Venoso em espagos nervosos intersegmentares, visando eliminar os sintomas de
neuroma doloroso local de nervo sensitivo, na mio, bem como a sua recorréncia
apos a excisao de tecidos patolégicos. Vinte trés pacientes foram submetidos a
cirurgia de reconstrucdo de mdo, pela técnica venosa, com espagcamentos
intersegmentares nervosos medindo de 12 a 28 milimetros e comparados 0s
resultados com os dados obtidos por emprego de sutura direta primaria, feita em
21 pacientes. Os sintomas do neuroma foram eliminados e o retorno da
sensibilidade, bem como o retorno da funcéo restabelecidos.

Pu et al. (1997) estudaram o efeito do fator de crescimento
nervoso (NGF) administrado diretamente no conduto perineural em espagos
intersegmentares de um centimetro de extenséo, sobre o nervo ciatico de ratos
albinos Sprague-Dawley. Estudaram trés grupos, sendo: grupo | veia enxertada
com NGF; grupo Il veia com tampdo fosfato em solucdo salina e grupo Il nervo
normal. Nos ratos que receberam o NGF a recuperagdo sensitiva foi melhor; a
velocidade de condugdo motora do grupo Il foi mais lenta do que nos grupo | e
I11, sendo enfim indicado o uso de veia com NGF. Como técnica mais eficiente o
NGF, usado para tratamentos de injurias perifericas, foi empregado em
combinagdo com enxerto autdgeno de veia sendo um método viavel e pratico de
ser aplicado no reparo nervoso periférico.

Di Benedetto et al. (1998) descreveram a regeneracdo nervosa
obtida mediante o uso de conduto autologo preenchido com mausculo acelular.
Usaram sete ratos albinos da variedade Sprague-Dawley e 0 nervo ciatico direito
foi transeccionado e retirou-se dois centimetros de comprimento do mesmo. A
veia femoral dos préprios ratos foi preenchida com musculo autélogo acelular. Os
didmetros dos axonios e das fibras mielinizadas foram semelhantes ao grupo

controle.
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Chiu (1999) ao realizar revisdo de duas décadas do uso das
técnicas de tubulizacdo de nervos com enxertos venosos autdgenos sugeriu que,
em “gaps” de até trés centimetros, esta técnica e efetiva. Assim, a tubulizagdo
permite a veiculacdo de células e moléculas, criando um ambiente favoravel a
regeneracdo nervosa.

Em outro experimento, usando-se a veia jugular externa para
comparar as técnicas de enxerto de veia normal e de veia ao avesso, em nervo
sensitivo (nervo safeno), onde variou-se o tempo de sacrificio em 4, 8 e 12
semanas, coletou-se amostras nos locais do enxerto e no coto distal. As
observacGes morfométricas dos diametros das fibras nervosa e espessura da
bainha de mielina foram analisadas, porém ndo foram observadas diferencas
significativas entre ambas as técnicas utilizadas (Ferrari et al., 1999).

Battiston et al. (2000) analisaram os resultados clinicos do
reparo nervoso com o uso de enxerto venoso preenchido com masculo estriado.
Entre 1993 e 1997, defeitos nervosos encontrados em nervos, sensitivo e misto,
foram corrigidos por esta técnica. Houve 85% de bons resultados, dos casos
analisados ap0s 14 meses.

Por outro lado, em perdas extensas de segmentos nervosos,
Geuna et al. (2000) mostraram evidéncias favoraveis de que a técnica de enxerto
venoso preenchido com musculo esquelético representaria uma alternativa
cirurgica eficaz para o reparo de lesdes e de defeitos encontrados em nervos
periféricos de rato albino.

Tos et al. (2000) estudaram e existéncia de especificidade
tecidual em regeneracdo das fibras nervosas periféricas através do uso de enxerto
de veia preenchida com musculo esquelético fresco. Usaram um tubo em forma de
Y, onde a parte terminal do Y foi suturada no nervo tibial. Vérias técnicas foram
comparadas, e quando a técnica de enxerto venoso era preenchida com musculo,
0s axonios cresceram corretamente sendo orientados dentro das membranas basais
do “guia” enxertado.

Karacaoglu et al. (2001) compararam a regeneragdo nervosa

feita através de tubo de epineuro, enxertos venosos e enxertos nervosos. Foram
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colocados nos espagos intersegmentares de um centimetro, enxerto nervoso,
venoso e tubos epineurais em nervos ciaticos de ratos. Os resultados foram
melhores para 0 grupo com enxerto nervoso do que no grupo do tubo epineural e
por ultimo o grupo venoso. Os autores valorizaram as vantagens da bainha
epineural, que eliminaria a morbidade do enxerto nervoso, e exploraram os seus
beneficios neurotréficos no potencial de regeneracao nervosa.

Kelleher et al. (2001) fizeram comparagdo entre o enxerto
Venoso ao avesso e em posicdo normal, em ratos. Usaram a veia jugular em ambos
0s grupos e estudaram leséo no nervo ciatico. Analisaram eletrofisiologicamente e
morfometricamente o diametro do axonio, o didmetro da fibra nervosa e a
espessura da bainha de mielina. Ndo foram encontradas diferengas significativas
entre as duas técnicas.

Rodrigues & Silva (2001) compararam o uso de enxerto arterial
ao avesso e normal, em nervo sensitivo de rato. Foi criado um “gap” no nervo
safeno e 0 mesmo foi reparado com enxerto de artéria heterdloga ao avesso e em
posicdo normal. Mensuragdes foram feitas no local do enxerto e no coto distal
apos 4, 12 e 20 semanas. Neste estudo ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas no didmetro e na espessura das fibras nervosas em
ambos os enxertos, apds 20 semanas da cirurgia.

Monacelli et al. (2002) trataram lesGes nervosas periféricas de
emergéncia, usando enxerto venoso. A resolucdo imediata da dor, os excelentes
resultados clinicos e eletrofisiologicos alcangados, a simplicidade da técnica e as
vantagens de utilizar o enxerto venoso, evitando danos sensitivos pela retirada de
nervos doadores, foram enfatizados pelos autores que recomendam esta técnica.

Pogrel & Maghen (2002) avaliaram o enxerto venoso autdgeno
em pacientes humanos, objetivando o reparo da continuidade dos nervos alveolar
inferior e lingual. Os nervos linguais foram reparados com o uso de veia safena e
0s nervos alveolares inferiores com o emprego de veia facial. Nos casos onde 0s
espacos intersegmentares eram grandes o resultado ndo foi bom, em decorréncia
do colapso venoso provocado pelo grande movimento da lingua. Porém nos

espacos intersegmentares curtos o enxerto venoso teve bons resultados.



37

Ristano et al. (2002) fizeram estudo retrospectivo em lesbes de
nervos sensitivos da mao, reconstruidos com enxerto venoso autélogo. Vinte dois
casos foram avaliados por dois profissionais independentes com seguimento
minimo de um ano. Na maioria dos casos os resultados foram classificados como
muito bom ou bom. Os autores concluiram que esse método € recomendado por
ser simples, de facil execucéo, de baixo custo e eficaz.

Ulkir et al. (2003) observaram que em situacdes onde o coto
nervoso proximal ndo pdde ser encontrado a neurorrafia término-lateral é uma
alternativa boa, comparada com o uso de enxerto nervoso, enxerto venoso e
enxerto venoso preenchido com musculo estriado. Foram usados 30 ratos da
variedade Sprague-Dawley, e observou-se que a neurorrafia término-lateral, o
enxerto nervoso e 0 enxerto venoso sao boas técnicas de reparo neuronal, mas nao
obtiveram bons resultados com o emprego de enxerto venoso com musculo.

Nicolino et al. (2003) investigaram o uso do “nreuregulin — 1"
no reparo precoce de nervo periférico, usando tubos com masculo enriquecido por
nutrientes. Como o “neuregulin” ¢ um dos mais importantes fatores tréficos da
célula de Schwann, os resultados obtidos sugeriram que as células de Schwann,
remanescentes e ativas dentro do conduto enxertado, sdo o fator chave para
sucesso da regeneracdo durante as fases de reparag¢ao nervosa precoce.

Berenholz et al. (2005) observaram a recuperacdo do nervo
facial de ratos machos adultos Sprague-Dawley divididos em sete grupos,
contendo de cinco a sete animais cada grupo. Os grupos foram divididos em grupo
A, ndo tratados, usados como controle; grupo B, “Sham”, onde sé foi
interrompido o suprimento sangiiineo nervoso, sendo este grupo usado também
como controle; grupo C, onde o “gap” de trés milimetro no nervo mandibular foi
tratado com solucédo salina e sutura direta; grupo D, onde o “gap” de nervo foi
tratado com enxerto de veia jugular externa autdgena, preenchida com solucao
salina, sem sutura; grupo E, onde o “gap” de nervo foi tratado com enxerto de
veia jugular externa autogena preenchida com solugédo salina e sutura; grupo F,
onde o “gap” foi tratado com enxerto de veia jugular externa autdgena preenchida

com agmatine com sutura; e grupo G, onde o “gap” do nervo foi tratado com
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enxerto de veia jugular externa autégena preenchida com agmatine sem sutura.
Concluiram que o tratamento com agmatine do enxerto de veia jugular externa
autogeno pode acelerar a regeneracdo do nervo facial, sendo uma alternativa na
reconstrucdo do nervo facial.

Ignatiadis et al. (2007) compararam variacbes de retalhos
epineural procedentes dos cotos proximal e distal e compararam com sutura
término-terminal. Para isso usaram 126 coelhos New Zeland divididos em 4
grupos (A, B, C e D) com 36 animais cada, e o grupo D, controle, com 18
animais. O nervo ciatico foi usado como alvo neste estudo. Os grupos foram
divididos em grupo A, onde o retalho epineural foi proveniente do coto proximal,
0 grupo B, onde o retalho epineural foi oriundo do coto distal, o grupo C, onde o
retalho epineural foi proveniente do coto proximal e invertido e, finalmente, o
grupo D, recebeu sutura término-terminal dos cotos nervosos. Os animais foram
sacrificados com 21, 42 e 91 dias. Os autores concluiram que o enxerto venoso
autdgeno promove bons resultados funcional, muscular e neural, mas o retalho
epineural do coto proximal promoveu resultados comparados aos enxertos
nervosos autdgenos.

Manasseri et al. (2007) estudaram experimentalmente o reparo
do nervo ulnar por neurorrafia término-lateral no nervo mediano com interposicéo
de uma veia. Usaram 16 ratos machos Wistar, onde foi removido um “gap” de 10
milimetro do nervo ulnar e seu segmento proximal foi suturado no musculo
peitoral. No nervo mediano foi realizada uma janela epineural e realizado uma
sutura téermino-lateral com veia femoral autdégena e na outra extremidade da veia
foi introduzido o coto distal do nervo ulnar. Realizaram observacdes apos 7, 14,
30 e 60 dias. Com 7 dias havia alguns anticorpos para células de Schwann e aos
14 dias apareceram alguns ax6nios. Com 30 dias observaram alguns axonios
organizados. Por fim, com 60 dias, confirmaram bom padrdo de regeneracao
proveniente dos axdnios do nervo doador.

Tos et al. (2007) trataram “gaps” de dez milimetro no nervo
mediano de 24 ratos de duas formas, enxerto venoso preenchido com musculo

fresco e enxerto venoso preenchido com masculo pré-degenerado em nitrogénio
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liquido. Para o enxerto utilizaram a veia epigastrica autégena. Os animais foram
sacrificados com 5 e 30 dias, e 0s autores ndo encontraram diferenca entre as duas
técnicas.

Considerando as controvérsias do tratamento de “gaps”
nervosos tratados com tubulizacbes de veias, ao avesso ou em posi¢cdo normal,
preenchidos ou ndo com tecido muscular, decidimos estudar estas quatro

alternativas.
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2-OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo estudar a regeneragdo nervosa
em “gap” de nervo ciatico no rato, mediante tubulizagdo com enxerto venoso ao
avesso e em posicdo normal, com e sem preenchimento de musculo estriado

esqueletico.
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3-METODO

3.1 - Animais e grupos experimentais

Neste estudo foram utilizados 70 ratos (Rattus norvegiccus
albinus) da variedade Wistar, machos, adultos, pesando entre 180 e 210 gramas
(meédia 187,5 £ 13,7), provenientes do Biotéerio Central da UNESP — Campus de
Botucatu — SP.

ApoOs as cirurgias, os animais foram mantidos em caixas
apropriadas, cada uma contendo 5 animais, recebendo agua e racdo para roedores
administradas “ad libtiun”, sem quaisquer restri¢des, respeitando-se ciclos de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, em temperatura ambiente média de 24° C,
junto ao Centro de Experimentacdo de Modelos de Animais da UNIMAR —
Marilia.

Todos os procedimentos experimentais realizados obedeceram
aos principios de Etica em Experimentacio Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), préviamente aprovados pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal em 29 de outubro de 2004 e
apostilado em 30 de novembro de 2006, na UNIMAR, em Marilia.

Os animais foram distribuidos em cinco grupos, sendo um
“Sham” e quatro grupos submetidos a um “gap” de 10 milimetros no nervo
ciatico direito e reparacdo com tubulizacdo através de enxerto da veia jugular
externa esquerda. Os grupos foram assim constituidos:

1. Grupo controle “Sham”, constituido de 10 animais. Neste
grupo o nervo ciatico direito foi exposto sem sofrer qualquer tipo de leséo.

2. Grupo com enxerto venoso ao avesso (VASP), constituido de
15 animais. Nos animais deste grupo a veia foi virada ao avesso

3. Grupo com enxerto venoso ao avesso preenchido com
musculo esquelético (VAME), constituido de 15 animais. Nos roedores deste
grupo foram realizados os mesmos procedimentos do grupo 2 acrescentando-se no

interior da veia ao avesso, enxerto de musculo estriado esquelético.
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4. Grupo com enxerto venoso normal (VNSP), constituido de 15
animais.

5. Grupo com enxerto venoso normal preenchido com musculo
esqueletico (VNME), constituido de 15 animais.

Nos grupos com enxerto venoso preenchidos, VAME e VNME,

o musculo utilizado foi o musculo tibial caudal direito.

3.2 Procedimentos cirdrgicos

Todos os procedimentos cirargicos e de coleta foram realizados
por uma unica pessoa, padronizando-0s para 0s Cinco grupos experimentais.

Os roedores foram anestesiados com injecdes intramusculares
de 50% de tiletamina e 50% de zolazepam 3 mg/kg de peso*. A anestesia foi
aplicada por via intramuscular no musculo gliteo do antimero esquerdo, para ndo
interferir nos resultados do lado operado.

Nesta fase da cirurgia realizou-se o sorteio para aleatoriamente
se determinar a qual grupo pertenceria o animal, através do emprego de papéis
dobrados contendo os nimeros dos grupos (de 1 a 5). Definiu-se 1 para 0 grupo
“Sham”, 2 para o grupo VASP, 3 para o grupo VAME, 4 para o grupo VNSP e 5
para o grupo VNME.

Técnicas assépticas foram adotadas em todos os procedimentos
cirirgicos, envolvendo os animais. ApoOs a anestesia, os ratos foram colocados em
“calhas” de contengdo, e fixados em decubito dorsal. A seguir os animais foram
epilados na regido do pescoco no antimero esquerdo. Posteriormente uma inciséo
longitudinal de aproximadamente dois centimetros de comprimento foi feita na
pele para expor a veia jugular externa esquerda, promovendo 0 seu isolamento e a
ligadura de suas tributarias, para depois introduzir uma sonda periodontal na veia

jugular externa e seccionar as duas extremidades.

*Telazol; Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge®
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Este segmento de veia foi mantido em soro fisiolégico até o0 momento de sua
colocagdo, como enxerto, entre 0s cotos nervosos lesados. A pele da regido

doadora foi suturada com fio de nailon monofilamentar 4-0 (Fig. 1).

Figura 1 — Exposicdo e coleta da veia jugular externa esquerda.
Numa segunda fase os ratos foram colocados em decubito
ventral e foi realizada a exposic¢éo do nervo ciatico do lado direito. O nervo ciatico
foi seccionado e retirado um segmento de 10 milimetros de comprimento deste

nervo (Fig. 2).

Figura 2 — Exposicdo do nervo ciatico direito.
O grupo “Sham” recebeu somente uma incisdo para a exposicao
do nervo ciatico direito, ndo lesionando-se o nervo. Apoés este procedimento fez-

se sutura por planos (Fig. 3).

Figura 3 — Exposicdo do nervo ciatico direito (grupo “Sham”).
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O grupo VASP ap0s ressec¢do do nervo ciatico direito, recebeu
enxerto de veia jugular externa esquerda ao avesso (Fig. 4). O grupo VAME
recebeu o enxerto da veia jugular externa esquerda preenchida com uma amostra
do masculo tibial caudal direito (Fig. 5). Realizou-se a sutura do epineuro com fio
de nailon monofilamentar 10-0, certificando-se que tanto o coto proximal como o
coto distal tinham adentrado no enxerto venoso normal e ao avesso,

aproximadamente dois milimetros em cada extremidade.

Figura 4 — Veia ao avesso sem preenchimento.

Figura 5 — Veia ao avesso preenchida com musculo estriado esquelético.

Em seguida, os grupos VNSP e VNME receberam enxertos de
veia jugular externa esquerda na posicdo normal, ou seja, sem serem viradas ao
avesso. O grupo VNME recebeu enxerto de musculo da mesma forma que o grupo
VAME. Também foram aplicadas suturas fixando as veias ao epineuro de forma
semelhante aos grupos VASP e VAME.
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Em todos os grupos experimentais a pele foi suturada com fio de
nailon monofilamentar 4-0. Todos os procedimentos foram realizados com
microscopio cirdrgico DF Vasconcelos*. Durante todos 0s procedimentos
cirirgicos mantiveram-se 0s campos operatérios umedecidos com solugéo

fisiologica a 0,9 %, e 0s ratos sob narcose anestésica.
3.3 Sacrificio e coleta dos segmentos nervosos

ApoOs 12 semanas (84 dias) os ratos foram submetidos a
eutanasia mediante injecdo intraperitoneal de solucdo aquosa de pentobarbital
sodico na dose de 150 mg/kg. Em seguida foram coletado dois fragmentos, um no
terco médio do enxerto venoso e outro no terco médio coto distal do nervo ciatico
direito (Fig. 6).

\

Figura 6 — Coleta do enxerto nervoso.
3.4 - Processamento histologico das amostras do nervo ciatico

O processamento histologico das amostras coletadas da regido
do enxerto e do coto nervoso distal do nervo ciatico, do lado direito, foi realizado
no Laboratério de Anatomia Microscopica e Experimental do Departamento de
Anatomia do IB-UNESP, Campus de Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

*DF Vasconcelos — Microscopios cirrgicos
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O fixador histologico utilizado foi o liquido de Karnovsky
modificado, contendo 1% de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido, diluidos em
tampéo cacodilato de sodio a 0,1 M, pH 7,3. O nervo ciatico foi imerso nesta
solucéo, a 4° C, durante 10 minutos.

Apos este periodo de fixacdo, o nervo ciatico foi seccionado
transversalmente em dois segmentos, um correspondente ao terco medio do
enxerto, venoso ao avesso, Vvenoso ao avesso preenchido com musculo
esquelético, venoso normal e venoso normal preenchido com masculo
esquelético, e o outro no terco médio do coto distal. Os fragmentos foram
deixados na mesma solugdo fixadora, previamente utilizada, por um periodo de
uma a duas horas e pos-fixados por duas horas em tetroxido de 6smio a 1% em
tampao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,3. A seguir, foram desidratados com etanol
e Oxido de propileno e incluidos em resina*.

Cortes transversais de 0,5 um foram obtidos com o uso de
navalhas de vidro adaptadas a um ultramicrétomo e os cortes foram corados com
azul de toluidina a 1%, em solucdo aquosa de Bérax a 1%, para estudos de
microscopia optica.

O material oriundo da microscopia Optica foi fotografado em
microscopio oOptico Zeiss-Jena. A mensuragdo da area e do didmetro minimo das
fibras nervosas e do axdnio, bem como a area e espessura da bainha de mielina,
foi efetuada atraves de um microscopio Axiophot 2 Zeiss, acoplado a um sistema
de andlise de imagens KS — 300 (Zeiss). Conforme descrito anteriormente, no
grupo “Sham” os nervos ciaticos direitos dos ratos foram utilizados como

controle.

3.5 - Analise quantitativa e tratamento estatistico

* Araldite Sigma™ Sigma do Brasil
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Foram realizadas as afericdes do didmetro minimo e area das
fibras nervosas, espessura e area da bainha de mielina e didmetro minimo e area
do axénio. Essas medidas foram realizadas em quatro campos selecionados e em
todos os fasciculos encontrados nos enxertos e cotos nervosos distais. Cuidou-se
de realizar “estudo cego”, isto é, 0 examinador ndo sabia a que grupo pertencia o
corte histolégico durante a morfometria.

As imagens dos cortes histoldgicos dos enxertos e cotos distais
dos cinco grupos foram capturadas com um aumento de 400 vezes (objetiva de
40x), através de uma camera de video acoplada ao microscopio Optico Zeiss e ao
microcomputador. Utilizou-se o programa Image-Pro Plus™, versdo 3.0 “for
Windows” (Media Cybernetics,1997), instalado no Laboratério Experimental do
Departamento de Anatomia da FOB-USP, Campus de Bauru.

Todas as areas, didmetro minimo das fibras e dos axénios, bem
como area e espessura da bainha de mielina da regido do enxerto e do coto distal
foram montadas a partir de imagens capturadas das laminas histologicas e aferidas
de forma semi-automatica, empregando-se os recursos do analisador de imagens
SigmaScan Pro versdo 5.0, 1999. Para as aferi¢Ges, processou-se a calibragdo do
programa utilizando-se a imagem de uma regua milimetrada, capturada da mesma
forma descrita acima para os cortes histoldgicos.

Realizou-se a seguir analise de variancia (ANOVA “one-way”),
para as medidas da area e diametro minimo das fibras, e da area e didmetro
minimo dos axdnios e area e espessura da bainha de mielina do grupo “Sham” e
dos quatro grupos (VASP, VAME, VNSP e VNME), no enxerto e no coto distal.

A partir dos resultados morfometricos, foram calculadas as
médias aritméticas, os desvios padrOes das medias e analises de variancia, para
testar a hipdtese nula e alternativa. E para comparacdo dos grupos entre si, em
relacdo a cada variavel, foi utilizado o método de Scheffé, para ver se estas
diferencas eram significativas estatisticamente. Adotou-se o nivel de significancia
de 5% (p=0,05).
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4.1 - Analise qualitativa
4.1.1 — Caracteristicas morfologicas do grupo “Sham”

Para a analise da morfologia do nervo cidtico dos grupos
experimentais, estudados neste trabalho, utilizaram-se cortes transversais corados
com tetréxido de ésmio. Os cortes foram analisados em ordem crescente a partir
do aumento de 40 vezes (objetiva 4X), com a finalidade de observar a morfologia
neuronal, e 0 conjunto das estruturas. Em seqiiéncia observou-se com aumento de
100 vezes (objetiva 10X), de 200 vezes (objetiva 20X) e por ultimo de 400 vezes
(objetiva 40X). A morfologia das estruturas foi descrita procurando evidenciar o
epineuro, perineuro, tecido adiposo, vasos sanguineos intraneurais e extraneurais e
as bainhas de mielina. No grupo controle “Sham” as bainhas de mielina
apresentavam-se bem nitidas e de tamanhos variados. O epineuro era nitido e
revestido externamente por uma camada de tecido adiposo. O perineuro saia do
epineuro, formando os fasciculos nervosos. O perineuro também era nitido tendo

alguns vasos sangtiineos (Fig.7).
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Figura 7- Grupo Sham. Coloragao por tetroxido de 6smio. A - tecido adiposo (TA) e epineuro (EP) (4X) , B - vasos sangliineos
(setas) (10X) , C - vasos sangliineos (setas) (20X) e D - vasos sanglineos (setas) e perineuro (PE) (40X) .
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4.1.2 - Caracteristicas morfoldgicas do grupo veia ao avesso sem
preenchimento (VASP)

4.1.2.1 - Regido do enxerto

Os cortes transversais do terco médio da regido dos enxertos do
nervo ciatico, nos animais do grupo veia ao avesso sem preenchimento (VASP),
apresentaram o0 nervo muito fasciculado, com epineuro bem delimitado e
irregular. Observou-se a presenca de vasos sangliineos no centro e na periferia dos
fasciculos e também no epineuro e perineuro. Varios microfasciculos foram
encotrados junto ao epineuro neoformado, proximo a camada de tecido adiposo
externamente a este epineuro. A espessura da bainha de mielina era de tamanho
variado, porém nitida, sendo os diametros das fibras nervosas de tamanhos

variados (Fig.8).

Figura 8 - Veia ao avesso sem preenchimento (enxerto). Coloragéo por tetréxido de 6smio. A - vasos sangliineos (setas) e tecido
adiposo (TA) (4x), B -epineuro (EP) e vasos sangtiineos (setas) (10x) C - perineuro (PE) e vaso sangiiineo (seta) (20X)e D -
perineuro (PE) e vaso sangiiineo (seta) (40X) .
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4.1.2.2 - Regido do coto distal

O nervo apresentou-se fasciculado com epineuro e perineuro
bem nitidos e bem delimitados, e com presenca de vasos sanguineos no centro e
na periferia dos fasciculos. Os microfasciculos encontravam-se préximos da
camada de tecido adiposo, com a presenca de vasos sangliineos dispostos entre o
tecido adiposo e os microfasciculos. As bainhas de mielina apareciam com
espessuras menores do que as correspondentes do enxerto, porém, apesar de
serem pouco homogéneas, eram bem nitidas (Fig.9).

Figura 9 - Veia ao avesso sem preenchimento (coto distal). Coloracéo por tetréxido de 6smio. A - epineuro (EP) e tecido adiposo
(TA) (4x) , B - epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (10x) , C - epineuro (EP) e perineuro (PE) (20X) e D - vaso sangiiineo (seta) e
perineuro (PE) (40X) .
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4.1.3 - Caracteristicas morfol6gicas do grupo veia ao avesso preenchida com
musculo estriado esqueletico (VAME)

4.1.3.1 -Regido do enxerto

Os cortes transversais do terco médio da regido dos enxertos do
nervo ciatico, nos ratos do grupo veia ao avesso com musculo estriado esquelético
(VAME), apresentaram fasciculos com epineuro bem delimitados e irregulares.
Foram observados muitos microfasciculos entre o epineuro e perineuro e alguns
outros externamente ao epineuro neoformado. Apresentavam vasos sangliineos
mais abundantes, na periferia do nervo. As bainhas de mielina apresentavam
espessura de tamanho variado, porém eram bem nitidas, concentrando-se
préximas aos vasos sangliineos localizados na periferia do enxerto nervoso. O

diametro das fibras nervosas aparecia de varios tamanhos (Fig. 10).

Figura 10 — Veia ao avesso preenchida com musculo esquelético (enxerto). Coloracéo por tetréxido de 6smio. A - epineuro (EP) e
tecido adiposo TA) (4x) , B - vaso sangiineo (seta), epineuro (EP) e perineuro (PE) (10X), C - epineuro (EP) e perineuro (PE)
(20X) e D - perineuro (PE) (40X) .
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4.1.3.1 - Regido do coto distal

Observou-se no coto distal fasciculos de tamanhos variados,
bem delimitados e com perineuro bem nitido e fibroso. Foram observadas bainhas
de mielina com tamanhos menores do que as correspondentes no enxerto, e mais
concentradas na periferia onde estavam localizados os vasos sangliineos. Também
se observaram microfasciculos dispostos ao redor do perineuro e alguns proximos
ao epineuro. O epineuro era bem fibroso e continha alguns vasos sangliineos. O
didmetro das fibras era de tamanho variado (Fig.11).

AN

Figura 11 — Veia ao avesso preenchida com musculo esquelético (coto distal). Coloragéo por tetroxido de 6smio. A - tecido adiposo
(TA) e epineuro (EP) (4x) , B - vaso sangliineo (seta) e epineuro (EP) (10X), C - perineuro (PE) e vaso sangiiineo (seta) (20X) eD -
vaso sangliineo (seta) e perineuro (PE) (40X) .
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4.1.4 - Caracteristicas morfologicas do grupo veia normal sem preenchimento
(VNSP)

4.1.4.1 - Regido do enxerto

Aos cortes transversais do terco médio da regido dos enxertos no
nervo ciatico dos ratos, o grupo veia normal sem preenchimento (VNSP)
apresentou poucos minifasciculos nervosos, mas fasciculos irregulares eram
evidentes. Foi observado perineuro fibroso, irregular, sem limites nitidos com
epineuro. As espessuras de bainha de mielina eram de tamanhos variados, porém
bem nitidas. Foram encontrados alguns microfasciculos no epineuro neoformado
préximo a camada de tecido adiposo, com presenca de vasos sangliineos no
perineuro e tecido adiposo. O diametro da fibra apareceu com tamanhos bem
diferentes (Fig.12).

Figura 12 — Veia normal sem preenchimento (enxerto). Coloracéo por tetroxido de 6smio. A - epineuro (EP) e tecido adiposo (TA)
(4x) , B - vaso sangliineo (seta) e epineuro (EP) (10X) , C - vaso sanglineo (seta) e perineuro (PE) (20X) e D - vaso sangiineo
(seta) e perineuro (PE) (40X) .
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4.1.4.2 - Regido do coto distal

No coto distal foram observados o epineuro e o perineuro bem
delimitados e visiveis, com a presenca de tecido adiposo e vasos sangliineos no
epineuro, sendo esse mais fibroso. Notaram-se também alguns microfasciculos
colocados entre o epineuro e o tecido adiposo. A bainha de mielina apresentava-se
com espessura menor, pouco homogénea, porém nitida. Também se observou a
presenca de vasos sanguineos na periferia e no centro do nervo. Os diametros das
fibras nervosas eram de tamanhos diferentes e menores que 0s correspondentes do
enxerto (Fig.13).

Figura 13 — Veia normal sem preenchimento (coto distal). Coloragéo por tetroxido de dsmio. A - tecido adiposo (TA), vasos
sangliineos (setas) e epineuro (EP) (4x) , B - vasos sangiiineos (setas) e epineuro (EP) (10X) , C - vasos sangliineos (setas) e
epineuro (EP) (20X) e D - vaso sangtiineo (seta) e perineuro (PE) (40X) .



RESULTADOS 58

4.1.5 - Caracteristicas morfoldgicas do grupo veia normal preenchida com
musculo estriado esquelético (VNME)
4.1.5.1 -Regido do enxerto

Os cortes transversais do terco médio da regido do enxerto no
nervo ciatico dos animais do grupo veia normal com masculo estriado esquelético
(VNME) apresentaram-se com fasciculos de tamanhos variados. Foram
observados nos fasciculos o perineuro e o epineuro bem delimitados e fibrosos.
Apresentavam alguns vasos sangiineos no centro e na periferia dos fasciculos.
Nos fasciculos menores observou-se que as fibras eram pequenas, mas com
didametros homogéneos, compativel com fibras em regeneracdo. Observou-se
também nestes fasciculos menores uma distribuicdo em mosaico, como a
arquitetura da musculatura estriada esquelética. Verificou-se tecido adiposo e
microfasciculos dispostos externamente ao epineuro neoformado. Notou-se que as

espessuras das bainhas de mielina eram homogénea e nitidas (Fig.14).

Figura 14 — Veia normal preenchida com misculo esquelético (enxerto). Coloracéo por tetréxido de dsmio. A - vaso sangiiineo
(seta) e epineuro (EP) (4x) , B - perineuro (PE) (10X), C - perineuro (PE) (20X) e D - perineuro (PE) (40X) .
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4.1.5.1 -Regido do coto distal

No coto distal foram observados fasciculos de tamanhos
variados, bem delimitados, com presenca de vasos sangiiineos no centro e
periferia dos fasciculos. Observou-se 0 perineuro e 0 epineuro bem delimitados,
com presenga de vasos sangliineos no epineuro e também com microfasciculos
externamente ao epineuro. Verificou-se bainhas de mielina pequenas, homogéneas
e com espessuras menores do que as da regido do enxerto. Foram notadas junto ao
epineuro muitas fibras colagenas e células adiposas. A espessura das fibras
nervosas era homogénea, mas menores do que as correspondentes no enxerto
(Fig.15).
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Figura 15 — Veia normal preenchida com musculo esquelético (coto distal). Coloragao portetréxido de 6smio. A - vasos sangiiineos
(setas) e epineuro (EP) (4x) , B - vasos sangtiineos (setas) e epineuro (EP) (10X), C - perineuro (PE) e epineuro (EP) (20X)e D -
epineuro (EP) e perineuro (PE) (40X) .
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Considerando que o principal objetivo € o coto distal, os
aspectos histologicos neste local apresentavam-se com vasos sangiiineos mais
periféricos nos grupos com preenchimento com muasculo. J& nos grupos sem
preenchimento, observaram-se alguns vasos sangiineos centrais. Em todos os
grupos experimentais o epineuro e o perineuro eram nitidos e bem delimitados. Os
nervos apresentavam-se fasciculados e nos grupos com preenchimento eles
tinham tamanhos variados. Quanto a bainha de mielina nos grupos com
preenchimento, elas eram nitidas e pouco homogéneas. Nos grupos sem

preenchimento, elas eram mais visiveis na periferia.

4.2 — Anélise quantitativa
4.2.1 — Caracteristicas morfométricas dos grupos

4.2.1.1 - Area da fibra nervosa na regido do enxerto

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area da
fibra nervosa em micrometros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
42,81 um? (£2,80), no grupo VASP foide 16,97 um? (£1,00), no grupo VAME foi
de 14,00 um? (+1,67), no grupo VNSP de 15,53 pm? (£0,58) e no grupo VNME
foide 8,19 um? (+1,45) (Fig. 16 e tabela 1).

Area da Fibra - Enxerto
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Figura 16 - Média da &rea da fibra (um2?) no enxerto (En).
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Tabela 1 - Resultados

morfométricos da 4rea da fibra (um?) no

enxerto (En).
Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-En 15 16,979 1,005
VAME-En 15 14,008 1,673
VNSP-En 15 15,534 0,586
VNME-En 15 8,194 1,451

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way

analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.

Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois

a dois. Observou-se que, quanto a area da fibra nervosa na regido do enxerto,

todos os grupos, quando comparados entre si, foram diferentes e significantes

estatisticamente ao nivel de 5%.

Tabela 2- Area da fibra — Enxerto

Comparag6es/grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # < 0,001 VASP
VASP X VNSP ¥ <0,001 VASP
VASP X VNME # <0,001 VASP
VAME X VNSP * =0,003 VNSP
VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP
VASP>VNSP>VAME>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo “Sham”

(42,81 pm? £ 2,80), o grupo que apresentou maior media foi o grupo VASP (16,97

um? £1,00), com relagdo a area da fibra na regido do enxerto (Fig. 17 e tabela 3).
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Area da Fibra

50
40— E

30—

B e =
S
10— * EJ éﬂ %3
(= =]

T T T T T T T T T
SHAM VASP-En VASP-Ds VAME-En VAME-Ds  VNSP-En VNSP-Ds  VNME-En VNME-DS

Figura 17 - Média da &rea da fibra (um?) no enxerto (En) e no coto
distal (Ds). P<0,001.

Tabela 3 - Resultados morfométricos da a&rea da fibra (um?).
Grupos N Média Desv.Padréo Ccv
SHAM 10 42,814 2,801 6,541
VASP-En 15 16,979 1,005 5,917
VASP-Ds 15 15,543 0,666 4,287
VAME-En 15 14,008 1,673 11,940
VAME-Ds 15 11,968 1,928 16,111
VNSP-En 15 15,534 0,586 3,773
VNSP-Ds 15 11,390 1,702 14,944
VNME-En 15 8,194 1,451 17,708
VNME-DS 15 4,319 0,865 20,020

Sham>VASP>VNSP>VAME>VNME - Enxerto
Sham >VASP>VAME=VNSP>VNME — Coto distal

4.2.1.2 - Area da fibra nervosa na regiso do coto distal.

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area da
fibra nervosa em micrdometros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
42,81 um? (£2,80), no grupo VASP foi de 15,54 um? (+0,66), no grupo VAME foi
de 11,96 pm? (+1,92), no grupo VNSP foi de 11,39 um? (+1,70) e no grupo
VNME foi de 4,31 um? (+0,86) (Fig. 18 e tabela 4).
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Figura 18 - Média da &rea da fibra (um?) no coto distal (Ds).
Tabela 4 - Resultados morfométricos da area da fibra (um?) no coto

distal (Ds).

Grupos

VASP-Ds
VAME-Ds
VNSP-Ds
VNME-Ds

15
15
15
15

Média
15,543
11,968
11,390
4,319

Desv.Padrao
0,066
1,928
1,702
0,865

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way

analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.

Depois foi aplicado método de Scheffé onde os grupos foram comparados dois a

dois. Observou-se que, quanto a area da fibra nervosa na regido do coto distal, os

grupos VAME e VNSP (p= 0,43) ndo foram diferentes estatisticamente ao nivel

de 5%. Entretanto, os demais grupos, quando comparados entre si, foram

diferentes.
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Tabela 5 — Area da fibra — Coto distal
Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # < 0,001 VASP

VASP X VNSP # <0,001 VASP
VASP X VNME # < 0,001 VASP

VAME X VNSP = =0,430

VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP

VASP>VAME=VNSP>VNME

Quando os grupos foram comparados com o grupo “Sham”
(42,81 um? £2,80), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo VASP
(15,54 um? £0,66) (Fig. 17 e tabela 3).

4.2.1.3 — Diametro minimo da fibra nervosa na regido do externo
Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética do diametro
minimo da fibra nervosa em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de
6,23 um (£0,90), no grupo VASP foi de 5,14 um (£1,51), no grupo VAME foi de
3,12 um (£0,63), no grupo VNSP foi de 3,55 um (%1,55) e no grupo VNME foi de
2,29 um (+0,34) (Fig. 19 e tabela 6).

Diametro minimo da Fibra - Enxerto
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Figura 19 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no enxerto
(En) .
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Tabela 6 - Resultados morfométricos do didmetro minimo da fibra
(um) no enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-En 15 5,145 1,519
VAME-En 15 3,127 0,637
VNSP-En 15 3,554 1,558
VNME-En 15 2,292 0,348

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto ao diametro minimo de fibra nervosa na regiao
do enxerto, os grupos VAME e VNSP (p= 0,336) ndo foram diferentes entre si.
Entretanto, os demais grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.

Tabela 7- Diametro minimo da fibra — Enxerto
Comparagoes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # < 0,001 VASP
VASP X VNSP * =0,011 VASP
VASP X VNME # < 0,001 VASP
VAME X VNSP = = 0,336

VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME * = 0,005 VNSP

VASP>VNSP=VAME>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo “Sham”
(6,23 um +0,90), o grupo que apresentou 0 melhor resultado foi o grupo VASP
(5,14 um £1,51) (Fig. 20 ¢ tabela 8).
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Diametro minimo da fibra
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Figura 20 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no enxerto (En)
e no coto distal (Ds). P<0,001.

Tabela 8 - Resultados morfométricos do didmetro minimo da
fibra (um) .

Grupos N Média Desv.Padréo Ccv

Sham 10 06,2369 0,9001 14,527
VASP-En 15 5,1450 1,5193 29,530
VASP-Ds 15 2,6294 0,4527 17,218
VAME-En 15 3,1267 0,6371 20,375
VAME-Ds 15 2,8856 0,8625 29,890
VNSP-En 15 3,5539 1,5584 43,850
VNSP-Ds 15 2,6527 0, 7640 28,801
VNME-En 15 2,2919 0,3485 15,205
VNME-Ds 15 1,1531 0,1710 14,829

Sham >VASP>VNSP= VAME>VNME - Enxerto
Sham >VAME=VNSP=VASP>VNME — Coto distal

4.2.1.4 — Diametro minimo da fibra nervosa na regido do coto distal.

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética do diametro
minimo da fibra nervosa em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de
6,23 um (£0,90), no grupo VASP foi de 2,62 um (£0,45), no grupo VAME foi de
2,88 um (£0,86), no grupo VNSP foi de 2,65 um (£0,76) e no grupo VNME foi de
1,15 um (+0,17) (Fig. 21 ¢ tabela 9).
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Figura 21 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no coto distal

(Ds) .

Tabela 9 - Resultados morfométricos do didmetro minimo da

fibra (um) no coto distal (Ds).
Level N Média Desv.Padréo
VASP-Ds 15 2,6294 0,4527
VAME-Ds 15 2,8856 0,8625
VNSP-Ds 15 2,6527 0,7640
VNME-Ds 15 1,1531 0,1710

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way

analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.

Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois

a dois. Observou-se que, quanto ao diametro minimo da fibra nervosa na regiao
do coto distal, os grupos VASP e VNSP (p= 924), VASP e VAME (p= 0,334) e
VAME e VNSP (p= 0,472) ndo foram diferentes entre si. Entretanto, os demais

grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.
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Tabela 10 — Didmetro minimo da fibra — Coto distal

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME = =0,334

VASP X VNSP = =0,924

VASP X VNME # < 0,001 VASP
VAME X VNSP = = 0,447

VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP

VAME=VNSP=VASP>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo “Sham”
(6,23 um +0,90), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo VAME
(2,88 um +0,86). (Fig. 20 e tabela 8).

4.2.1.5- Area da bainha de mielina na regi&o do enxerto
Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area da
bainha de mielina em micrometros quadrados, de quatro campos por lamina, foi
de 33,05 pm? (£2,20), no grupo VASP foide 11,97 um? (+1,36), no grupo VAME
foi de 10,18 um? (+1,45), no grupo VNSP foi 12,76 um? (£ 1,32) e no grupo
VNME foi de 3,24 pm? (+1,17) (Fig. 22 e tabela 11).

Area da Bainha - Enxerto
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Figura 22 - Média da &rea da bainha (um2?) no enxerto (En).
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Tabela 11 - Resultados morfométricos da area da bainha de mielina
(um?) no enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-En 15 11,974 1,363
VAME-En 15 10,181 1,459
VNSP-En 15 12,765 1,329
VNME-En 15 3,249 1,178

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way

analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.

Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois

a dois. Observou-se que, quanto a area da bainha de mielina na regido do
enxerto, 0s grupos VASP e VNSP (p= 0,132) ndo foram diferentes entre si.

Entretanto, os demais grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.

Tabela 12 — Area da bainha de mielina — Enxerto

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME
VASP X VNSP
VASP X VNME
VAME X VNSP
VAME X VNME
VNSP X VNME

G N YRR TR

=0,002
=0,132
<0,001
<0,001
<0,001
< 0,001

VASP

VASP

VNSP
VAME
VNSP

VNSP=VASP>VAME>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle

“Sham” (33,05 um? £2,20), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo

VNSP (12,76 um? £1,32) (Fig. 23 e tabela 13).
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Figura 23 - Média da &rea da bainha de mielina (um2?) no enxerto
(En) e no coto distal (Ds). P<0,001.

Tabela 13 - Resultados morfométricos da &drea da Bainha de mielina
(pm?) .
Grupos N Média Desv.Padréao Ccv
Sham 10 33,053 2,206 6,673
VASP-En 15 11,974 1,363 11,385
VASP-Ds 15 11,678 0,745 6,383
VAME-En 15 10,181 1,459 14,329
VAME-Ds 15 8,401 1,882 22,406
VNSP-En 15 12,765 1,329 10,409
VNSP-Ds 15 5,765 1,389 24,099
VNME-En 15 3,249 1,178 36,256
VNME-Ds 15 0,615 0,177 28,871

Sham>VNSP=VASP>VAME>VNME - Enxerto
Sham>VASP>VAME>VNSP>VNME- Coto distal

4.2.1.6 — Area da bainha de mielina na regido do coto distal

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area da
bainha de mielina em micrometros quadrados, de quatro campos por lamina, foi
de 33,05 pum? (£2,20), no grupo VASP foide 11,67 um? (+0,74), no grupo VAME
foi de 8,40 pm? (£1,88), no grupo VNSP foi de 5,76 pm? (£1,38) e no grupo
VNME foi de 0,61 pum? (+0,17) (Fig. 24 e tabela 14).
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Figura 24 - Média da &rea da bainha de mielina (um?) no coto
distal (Ds).
Tabela 14 - Resultados morfométricos da &rea da bainha de mielina

(um?) no coto distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-Ds 15 11,678 0,745
VAME-Ds 15 8,401 1,882
VNSP-Ds 15 5,765 1,389
VNME-Ds 15 0,615 0,177

A anélise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipdtese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto a area da bainha de mielina na regido do coto
distal, todos os grupos foram diferentes entre si e significantes estatisticamente ao

nivel de 5%.
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Tabela 15 — Area da bainha de mielina — Coto distal

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # <0,001 VASP
VASP X VNSP * < 0,001 VASP
VASP X VNME # < 0,001 VASP
VAME X VNSP * =0,001 VAME
VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP
VASP>VAME>VNSP>VNME>

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle

“Sham” (33,05 um? £2,20), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o0 grupo

VASP (11,67 um? +0,74) (Fig. 23 e tabela 13).

4.2.1.7 - Espessura da bainha de mielina na regido do enxerto.

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da espessura

da bainha de mielina em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 1,76
um (+0,17), no grupo VASP foi de 1,43 pum (0,58), no grupo VAME foi de 0,76
um (z0,20), no grupo VNSP foi de 0,97 um (x0,55) e no grupo VNME foi de 0,57

um (x 0,07) (Fig. 25 e tabela 16).

Espessura da Bainha - Enxerto
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Figura 25 - Média da espessura da bainha
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(um) no enxerto (En).
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Tabela 16 - Resultados morfométricos da espessura da bainha de
mielina (um) no enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-EN 15 1,4344 0,5800
VAME-En 15 0,7613 0,2078
VNSP-En 15 0,9787 0,5597
VNME-En 15 0,5754 0,0770

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto a espessura da bainha de mielina na regido
enxerto, que os grupos VAME e VNSP (p= 0,171) ndo foram diferentes entre si.
Entretanto, os demais grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.

Tabela 17 — Espessura da bainha de mielina — Enxerto
Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # < 0,001 VASP
VASP X VNSP * =0,044 VASP
VASP X VNME F < 0,001 VASP
VAME X VNSP = =0,171

VAME X VNME # = 0,003 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP

VASP>VNSP=VAME>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle
“Sham” (1,76 um £0,07), o grupo que apresentou 0 melhor resultado foi o grupo
VASP (1,43 um +0,58) (Fig. 26 e tabela 18).
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Espessura da bainha
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Figura 26 - Média da espessura da bainha de mielina (um) no enxerto
(En) e no coto distal (Ds). P<0,001.

Tabela 18 - Resultados morfométricos da espessura da bainha de
mielina (um) .

Grupos N Média Desv.Padréao Ccv

Sham 10 1,7677 0,0750 4,242
VASP-En 15 1,4344 0,5800 40,432
VASP-Ds 15 0,6385 0,1253 19,622
VAME-En 15 0,7613 0,2078 27,296
VAME-Ds 15 0,6918 0,4279 61,851
VNSP-En 15 0,9787 0,5597 57,189
VNSP-Ds 15 0,6210 0,3208 51,657
VNME-En 15 0,5754 0,0770 13,385
VNME-Ds 15 0,1668 0,0566 33,934

Sham>VASP>VNSP=VAME>VNME — Enxerto
Sham>VAME=VASP=VNSP>VNME — Coto distal

4.2.1.8- Espessura da bainha de mielina na regiéo do coto distal
Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da espessura
da bainha de mielina em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 1,76
um (+0,07), no grupo VASP foi de 0,63 um (+0,12), no grupo VAME foi 0,69 um
(x0,42), no grupo VNSP foi de 0,62 um (+0,32) e no grupo VNME foi de 0,16 pm
(x0,05) (Fig. 27 e tabela 19).
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Figura 27 - Média da espessura da bainha de mielina (um) no coto

distal (Ds).

Tabela 19 - Resultados morfométricos da espessura da bainha de
mielina (um) no coto distal (Ds).

Grupos N Mean Desv.Padrao
VASP-Ds 15 0,6385 0,1253
VAME-Ds 15 0,6918 0,4279
VNSP-Ds 15 0,6210 0,3208
VNME-Ds 15 0,1668 0,0566

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipdtese nula contra a hipdtese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto a espessura da bainha de mielina na regido coto
distal, que nos grupos VASP e VAME (p= 0,658), VASP e VNSP (p= 0,852) e
VAME e VNSP (p= 0,642) ndo foram diferentes entre si. Entretanto, os demais

grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.



RESULTADOS 76

Tabela 20 — Espessura da bainha de mielina — Coto distal
Compara¢des/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME = = 0,658

VASP X VNSP = = 0,852

VASP X VNME # < 0,001 VASP
VAME X VNSP = = 0,642

VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # <0,001 VNSP

VAME=VASP=VNSP>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle
“Sham” (1,76 um £0,07), o grupo que apresentou 0 melhor resultado foi o grupo
VAME (0,69 pum +0,42), seguido do grupo VASP (0,63 um +0,12), depois o
grupo VNSP (0,62 um +0,32) e por altimo, com pior resultado, o grupo VNME
(0,16 um £0,05) (Fig. 26 e tabela 18).

4.2.1.9 - Area do axonio na regido do enxerto

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area do
axonio em micrometros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 9,76 um?
(x1,75), no grupo VASP foi de 5,00 um? (+1,03), no grupo VAME foi de 3,72
um? (£0,95), no grupo VNSP foi de 5,56 um? (+0,65) e no grupo VNME foi de
4,94 um? (£1,71) (Fig. 28 e tabela 21).
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Figura 28 - Média da &rea do axdénio (um?) no enxerto (En).
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Tabela 21 - Resultados morfométricos da area do axénio (um?) no
enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-En 15 5,005 1,036
VAME-En 15 3,723 0,956
VNSP-En 15 5,560 0,650
VNME-En 15 4,945 1,717

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way

analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.

Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois

a dois. Observou-se que, quanto a area do axbnio na regido do enxerto, 0s
grupos VASP e VNSP (p= 0,101), VASP e VNME (p= 0,910) e VNME e VNSP
(p= 0,219) ndo foram diferentes entre si. Entretanto, os demais grupos, quando

comparados entre si, foram diferentes.

Tabela 22 — Area do ax6nio — Enxerto

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME
VASP X VNSP
VASP X VNME
VAME X VNSP
VAME X VNME
VNSP X VNME

TR NS VO [ ITEE Y

=0,003
=0,101
=0,910
< 0,001
=0,003
=0,219

VASP

VNSP
VNME

VNSP=VASP=VNME>VAME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo “Sham”

(9,76 um2 £1,75), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo VNSP
(5,56 um? + 0,65), seguido do grupo VASP (5,00 um? +1,03), depois VNME (4,94
um? £1,71) e por ultimo, com pior resultado, o grupo VAME (3,72 um? £ 0,95)

(Fig. 29 e tabela 23).
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Area do axénio

147
12—

10—

- 4
“‘??ﬂéﬁ - §

I T I I I [ I I I
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Figura 29 - Média da &rea do ax6nio (um?) no enxerto (En) e no
coto distal (Ds). P<0,001.

Tabela 14 - Resultados morfométricos da a&rea do axénio (um?).
Grupos N Média Desv.Padréao cv
Sham 10 9,760 1,752 17,747
VASP-En 15 5,005 1,036 20,690
VASP-Ds 15 3,865 0,650 16,822
VAME-En 15 3,723 0,956 25,686
VAME-Ds 15 3,138 0,534 17,011
VNSP-En 15 5,560 0,650 11,696
VNSP-Ds 15 3,231 0,131 4,061
VNME-En 15 4,945 1,717 34,722
VNME-Ds 15 3,704 0,891 24,060

Sham>VNSP=VASP=VNME>VAME — Enxerto
Sham>VASP=VNME=VNSP>VAME - Coto distal

4.2.1.10 — Area do axdnio na regi&o do coto distal

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética da area do
axonio em micrometros quadrado, de quatro campos por lamina, foi de 9,76 pm?
(x1,75), no grupo VASP foi de 3,86 um? (+0,65), no grupo VAME foi de 3,13
um? (£0,53), no grupo VNSP foi de 3,23 unm? (+0,13) e no grupo VNME foi de
3,70 um? (£0,89) (Fig. 30 e tabela 24).
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Area do Axénio - Distal
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Figura 30 - Média da &rea do ax6nio (um?) no coto distal (Ds).

Tabela 24 - Resultados morfométricos da area do axdénio (um?) no
coto distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-Ds 15 3,8652 0,6502
VAME-Ds 15 3,1378 0,5338
VNSP-Ds 15 3,2312 0,1312
VNME-Ds 15 3,7042 0,8913

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto a area do axdnio na regido do coto distal, os
grupos VASP e VNME (p= 0,585); VAME e VNSP (p= 0,561) e VNSP e VNME
(p= 0,081) ndo foram diferentes entre si. Entretanto, os demais grupos, quando

comparados entre si, foram diferentes.
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Tabela 25 — Area do axdnio — Coto distal
Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME # =0,003 VASP
VASP X VNSP # =0,003 VASP
VASP X VNME = = 0,585
VAME X VNSP = =0,561
VAME X VNME * = 0,049 VNME
VNSP X VNME = =0,081

VASP=VNME=VNSP>VAME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle
“Sham” (9,76 um? £1,75), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo
VASP (3,86 um? £0,65), seguido do grupo VNME (3,70 um? £0,89), e por ultimo,
com piores resultados, os grupos VNSP (3,23 um? +0,13) e VAME (3,13 um?
+0,53) (Fig. 29 e tabela 23).

4.2.1.11 — Diametro minimo do axénio na regido do enxerto

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética do diametro
minimo do axénio em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 2,70 pm
(£0,76), no grupo VASP foi de 2,27 um (£0,76), no grupo VAME foi de 1,60 um
(£0,37), no grupo VNSP foi de 1,59 um (£0,59) e no grupo VNME foi de 1,14 uym
(x0,29) (Fig. 31 e tabela 26).
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Diametro minimo do axénio - Enxerto
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Figura 31 - Média do didmetro minimo do axénio (um) no enxerto
(Em) .

Tabela 26 - Resultados morfométricos do didmetro minimo do axdénio
(um) no enxerto (Em).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-Em 15 2,2761 0,7655
VAME-En 15 1,6041 0,3743
VNSP-En 15 1,5966 0,5951
VNME-En 15 1,1412 0,2947

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto ao didmetro minimo do axénio na regido do
enxerto, os grupos VAME e VNSP (p= 0,968) ndo foram diferentes entre si.

Entretanto, os demais grupos, quando comparados entre si, foram diferentes.



RESULTADOS 82

Tabela 27 — Diametro minimo do axonio — Enxerto
Comparagdes/Grupo Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME * = 0,005 VASP
VASP X VNSP * =0,014 VASP
VASP X VNME # < 0,001 VASP
VAME X VNSP = = 0,968

VAME X VNME * =0,001 VAME
VNSP X VNME * =0,014 VNSP

VASP>VAME=VNSP>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle
“Sham” (2,70 um +0,83), o grupo que apresentou o melhor resultado foi o grupo
VASP (2,27 pm #0,76), seguido dos grupos VAME (1,60 um +0,37) e VNSP
(1,59 pm £0,59), e por ultimo, com pior resultado, o grupo VNME (1,14 pm
+0,29) (Fig. 32 e tabela 28).

Diametro minimo do axdnio

1T Tikelf,

I I I I I
Sham  VASP-En VASP-Ds VAME-En VAME-Ds ~ VNSP-En  VNSP-Ds  VNME-En VNME-Ds

Figura 32 - Média do didmetro minimo do axdénio (um) no enxerto
(En) e no coto distal (Ds). P<0,001.
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Tabela 28 - Resultados morfométricos do didmetro minimo do axdénio
(pm) .

Grupos N Média Desv.Padréao Ccv

Sham 10 2,7015 0,8306 30,746
VASP-En 15 2,2761 0,7655 33,634
VASP-Ds 15 1,3524 0,2487 18,387
VAME-En 15 1,6041 0,3743 23,332
VAME-Ds 15 1,5019 0,3196 21,276
VNSP-En 15 1,5966 0,5951 37,274
VNSP-Ds 15 1,4107 0,5150 36,505
VNME-En 15 1,1412 0,2947 25,827
VNME-Ds 15 0,8195 0,1297 15,829

Sham>VASP>VAME=VNSP>VNME — Enxerto
Sham>VAME=VNSP=VASP>VNME — Coto distal

4.2.1.12 — Diametro minimo do axdnio na regido do coto distal.

Nos animais do grupo “Sham”, a média aritmética do diametro
minimo do axoénio em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 2,70 pm?
(£0,83), no grupo VASP foi de 1,35 um (£0,24), no grupo VAME foi de 1,50 pm
(£0,31), no grupo VNSP foide 1,41 um (£0,51) e no grupo VNME foi de 0,81 um
(£ 0,12) (Fig. 33 e tabela 29).

Diametro minimo do Axdnio - Distal

2.37]
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VASP-Ds VAME-Ds VNSP-Ds VNME-Ds

Figura 33 - Média do didmetro minimo do axénio (um) no coto distal
(Ds) .
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Tabela 29 - Resultados morfométricos do didmetro minimo do axdénio
(um) no coto distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Padréo
VASP-Ds 15 1,3524 0,2487
VAME-Ds 15 1,5019 0,3196
VNSP-Ds 15 1,4107 0,5150
VNME-Ds 15 0,8195 0,1297

A andlise estatistica destes resultados foi feita pela “one-way
analysis of variance” para testar a hipotese nula contra a hipotese alternativa.
Depois foi aplicado o método de Scheffé, onde foram comparados os grupos, dois
a dois. Observou-se que, quanto ao didmetro minimo do axdnio na regido do coto
distal, os grupos VASP e VAME (p= 0,179), VASP e VNSP (p= 0,710) e VAME
e VNSP (p= 0,587), ndo foram diferentes entre si. Entretanto, os demais grupos,

quando comparados entre si, foram diferentes.

Tabela 30 — Diametro minimo do axonio — Coto distal
Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica

VASP X VAME = =0,179

VASP X VNSP = =0,710

VASP X VNME F < 0,001 VASP
VAME X VNSP = = 0,587

VAME X VNME # < 0,001 VAME
VNSP X VNME # < 0,001 VNSP

VAME=VNSP=VASP>VNME

Quando estes grupos foram comparados com o grupo controle
“Sham” (2,70 um =+0,83), os grupos que apresentaram os melhores resultados
foram VAME (1,50 um +0,31), VNSP (1,41 um +0,51) e VASP (1,35 pm +0,24).
E por altimo, com o pior resultado, o grupo VNME (0,81 pum +0,12) (Fig. 32 e
tabela 28).
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Ao analisar nos grupos os atributos, onde confrontou-se a
regido do enxerto com o coto distal, os resultados s&o mostrados nas tabelas 31,
32,33¢e 34.
Tabela 31 — VASP

Atributos Valor de p Enxerto X Coto distal
Area da fibra 0,000 #
Diametro minimo da fibra 0,000 #
Area da bainha de mielina 0,483 =
Espessura da bainha de mielina 0,000 #
Area do axénio 0,002 +
Diametro minimo do axdnio 0,000 #

Tabela 32 - VAME

Atributo Valor de p Enxerto X Coto distal
Area da fibra 0,005 +
Diametro minimo da fibra 0,397 =
Area da bainha de mielina 0,008 #
Espessura da bainha de mielina 0,579 =
Area do axénio 0,054 =
Diametro minimo do axdnio 0,438 =

Tabela 33 — VNSP

Atributo Valor de p Enxerto X Coto distal
Area da fibra 0,000 #
Diametro minimo da fibra 0,081 =
Area da bainha de mielina 0,000 #
Espessura da bainha de mielina 0,063 =
Area do axénio 0,000 +
Didmetro minimo da axdnio 0,407 =

Tabela 34 — VNME

Atributo Valor de p Enxerto X Coto distal
Area da fibra 0,000 +
Diametro minimo da fibra 0,000 *
Area da bainha de mielina 0,000 *
Espessura da bainha de mielina 0,000 #
Area do axonio 0,019 +
Diametro minimo do axd6nio 0,001 +




RESULTADOS 86

O grupo que melhor resultado teve na regido do enxerto,
analisando-se conjuntamente os varios atributos, foi o grupo VASP, exceto na
area da bainha de mielina, que foi o grupo VNSP.

De uma maneira geral, considerando-se que o objetivo principal
numa reparagdo de nervo periférico € o coto distal, o grupo que melhor resultado
teve nestes aspectos morfométricos foi o grupo VASP.

Analisando-se apenas os atributos onde o didmetro minimo da
fibra nervosa e do axdnio foram estudados, o melhor resultado na regido do
enxerto foi no grupo VASP, enquanto no coto distal, os melhores resultados
aconteceram com os grupos VAME, VNSP e VASP. E o pior resultado, tanto na

regido do enxerto, como no coto distal, foi no grupo VNME, conforme tabelas 35

e 36.

Tabela 35 — Enxerto

Area da fibra

Diametro minimo da fibra
Area da bainha de mielina
Espessura da bainha de mielina
Area do ax6nio

Diametro minimo do ax6énio

VASP>VNSP>VAME>VNME
VASP>VNSP=VAME>VNME
VNSP=VASP>VAME>VNME
VASP>VNSP=VAME>VNME
VNSP=VASP=VNME>VAME
VASP>VAME=VNSP>VNME

Preenchidas foram piores
Preenchidas foram piores
Preenchidas foram piores
Preenchidas foram piores
Preenchidas foram piores
VNME - pior

Tabela 36 — Coto distal

Area da fibra

Diametro minimo da fibra
Area da bainha de mielina
Espessura da bainha de mielina
Area do ax6nio

Diametro minimo do axénio

VASP>VAME=VNSP>VNME
VAME=VNSP=VASP>VNME
VASP>VAME>VNSP>VNME
VAME=VASP=VNSP>VNME
VASP=VNME=VNSP>VAME
VAME=VNSP=VASP>VNME

VNME — pior
VNME - pior
VNME — pior
VNME - pior
VAME - pior
VNME - pior
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DISCUSSAO

5.1 - Discussao dos métodos

Para este experimento, utilizaram-se ratos (Rattus norvegicus)
da linhagem Wistar, que aléem de muito resistentes, sdo de facil manipulacéo e
apresentam baixo custo de manutencdo (Glasby et at., 1986; Viterbo, 1992;
Viterbo et al., 1993; Viterbo et al., 1994a; 1994b; Bertelli et al., 1996; Strasberg et
al., 1999), conseguem suportar cruzamento totalmente consangiineos, permitindo
acasalamentos parentais por varias geraces consecutivas (Ferreira et al., 2005).
Os roedores tém sido modelos freqlientemente utilizados em estudos envolvendo
lesdo, reparacdo e regeneracdo de nervos periféricos (Mackinnon et al., 1985;
Evans et al., 1994; Strasberg et al., 1999). Animais de pequeno porte, como 0s
roedores (camundongos, ratos e cobaias), sdo mais baratos para se manter, exigem
menos espacos e suportam bem anestesia intraperitoneal, tornando a presenca de
técnicos auxiliares desnecessario, além de que sdo mais doceis e faceis de
trabalhar.

Com relagdo ao sexo, usaram-se 0s machos, pois estes nédo
apresetam as variagdes de ritmos hormonais e circadianas ou dos fatores
paracrinos mais marcantes que ocorrem nas fémeas. Isso em decorréncia de
aspectos da dualidade, inclusive comportamental decorrentes do ciclo estral de
fémeas, sob acdo dos horménios adenohipofisarios (FSH e LH) e dos proprios
horménios gonadais como o0 estrogeno e a progesterona, (Lincoln, 1980;
Carandente et al., 1989).

Procurou-se utilizar também animais jovens, pois alguns estudos
demonstraram em adultos pequeno decréscimo na velocidade de regeneracao
nervosa, bem como na freqiéncia de brotamentos axoniais (Lundborg, 1987;
Fawcett, 1992; Vaughan, 1992; Midroni et al., 1995; Verdu et al., 1995). A
velocidade de regeneracdo nervosa apresenta-se diminuida (Bunnell, 1927;
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Fawcett, 1992; Vaughan, 1992) e observa-se a diminuicdo dos fatores
neurotroficos (Andrews, 1996), nos animais mais velhos.

Existe também a chance de que alguns animais possam evoluir
para 0bito, no pos-operatorio, portanto deve-se superestimar o nimero de animais
no projeto de pesquisa (Viterbo, et al.,1994, Nahas & Ferreira, 2005; Roque,
2007). A grande variabilidade observada, quando se trata de regeneracdo nervosa,
nos levou a trabalhar com 70 animais, sendo respectivamente quinze nos quatros
grupos experimentais e dez no grupo controle “Sham”. Esta caracteristica foi
diferente do proposto por Sébile (1981) que usou dez animais por grupo
experimental. Caplan et al. (1999) trabalharam com dez animais, sendo cinco por
grupo. Fortes et al. (1999) usaram o total de oito animais, sendo dois para cada
grupo.

A escolha do nervo ciético direito para a lesdo nervosa foi feita
de forma aleatoria, e a coleta da veia jugular esquerda o foi também.

A escolha para a lesdo nervosa, para o nervo ciatico direito foi
feita de forma aleatoria e a coleta da veia jugular externa esquerda o foi também.
Apesar das diferencas morfologicas observadas nos antimeros distintos (Gardner
et al., 1998; Gray, 1995; Latarjet & Ruiz Liard, 1996), ndo foram encontradas
referéncias na literatura sobre possiveis diferencas quanto a regeneracdo de
nervos periféricos entre os antimeros em ratos.

Optou-se pela utilizagdo de microscopio cirdrgico, 0 mesmo
propicia maior precisdo cirurgica com menor trauma. Este instrumento é
freqiientemente utilizado em cirurgias de nervo periférico (Smith, 1964; Ferreira
et al., 1974; Terzis, 1979; Braun, 1982; Stopiglia et al., 1987; Millesi, 1990; Noah
et al., 1997).

Os animais foram anestesiados com tiletamina e zolazepam, por
propiciarem adequada sedacédo e analgesia. Este produto vem sendo utilizado por
outros pesquisadores (Sheehan et al., 1996; Nicolino et al., 2003; e Tos et al.,
2007).

A distribuicdo dos animais nos grupos foi feita de forma

randomizada, para uniformizar as amostras. Este detalhe vem sendo adotado por
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diversos autores (Berkuo et al., 1981; Viterbo, et al., 1992; Viterbo, et al., 1993;
Roque, 2007).

Quanto ao tipo de lesdo neuronal optou-se pela neurotmese do
tipo V, por ser essa 0 pior tipo de lesdo e de mais dificil recuperacdo, quando
requer forgosamente um tipo de enxerto para guiar os brotamentos do coto
nervoso proximal em dire¢éo ao coto distal (Hall, 1997).

Apesar dos trabalhos anteriores utilizarem enxertos nervosos
com meio centimetro de comprimento (Shoutun et al., 1994), um centimetro de
comprimento (Ferreira et al., 1974; Viterbo, 1992; Viterbo et al., 1994a e 1994b),
com um centimetro e meio (Schultes et al., 2001), com dois centimetros e meio a
trés centimetros (Fortes et al., 1999) e tamanhos variando de dois centimetros a
quatro e meio centimetros (Tang et al., 1993; Tang, 1995; Tang et al., 1995;
Malizos et al., 1997), neste trabalho o comprimento do enxerto venoso de 1,2
centimetros foi o escolhido. Isso foi feito para evitar a tensdo entre os dois cotos
nervosos, 0 que poderia prejudicar a regeneragdo nervosa (Terzis et al., 1975;
Sunderland, 1978; Mackinnon, 1989; Ferreira et al., 1994; Watchmaker &
Mackinnon, 1997).

Dados clinicos e experimentais indicaram que a tensdo, gerada
no sitio da sutura, aumenta a quantidade de tecido cicatricial prejudicando a
regeneracdo axonial (Millesi et al., 1972; Millesi et al., 1976; Miyamoto, 1981;
Miyamoto & Tsue, 1981; Millesi & Millesi, 1981). De acordo com Zhao et al.
(1997) a formacéo de tecido cicatricial representa uma obstrucédo a regeneragéo,
tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico.

Com relacdo ao comprimento maximo de um enxerto de veia,
ndo existe consenso. A saber, segundo Tang (1995), enxertos com 2 a 4,5
centimetros tém sido recomendados. Procedimentos realizados com veias maiores
do que cinco centimetros seriam pouco viaveis devido ao colabamento. Para evitar
que isto ocorra alguns autores preencheram 0s enxertos venosos com tecido
muscular (Di Benedetto et al., 1998; Geuna et al., 2000; Battiston et al., 2000;
Ristano et al., 2002; Ulkir et al., 2003). Em nosso trabalho utilizamos veias
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jugulares externas, ao avesso e normais, com e sem preenchimento por musculo
estriado e com 1,2 centimetros de comprimento.

Com relacdo a sutura, utilizamos dois pontos de fio
monofilamentar de nailon 10-0 para permitir melhor adaptacdo da veia enxertada
com 0s cotos nervosos, da mesma forma que Wang et al., 1993. Ha outras
diferencas quanto a espessura do fio usado. Caplan et al. (1999) usaram fio
monofilamentar de nailon 11-0 e Schultes et al. (2001) utilizaram fio 12-0.
Acreditamos que o fio monofilamentar de nailon 10-0 é suficiente e
economicamente mais interessante que os fios 11-0 e 12-0.

Neste estudo, o0 tempo pOs-cirurgico para a observacdo da
regeneracdo nervosa foi de 12 semanas, da mesma forma que Reis et al. (1998),
Reis (1999) e Reis et al. (2000). Wang et al., 1995, avaliaram a repara¢ao nervosa
em 4, 8 e 12 semanas, verificando que o melhor resultado foi com 12 semanas.
Barcelos et al. 2003, observou boa regeneracdo nervosa apos 10 semanas. Di
Benedetto et al 1998, Ferrari et al. 1999, Kelleher et al. 2001, Rodrigues e Silva
2001 também observaram boa regeneracao axonial apds 12 semanas. Como nosso
estudo visava observar as caracteristicas morfologicas e morfometricas do
enxerto, optamos por um tempo de 12 semanas, e por ser também 12 semanas um
tempo onde os parametros pouco variaram.

Todas as laminas histolégicas dos materiais deste trabalho foram
pos-fixadas e contrastadas com 6smio (OsO4) e contra coradas com amarelo de
metanila e tricrémio de Masson mais azul de anilina. Isso para a visualizagdo mais
adequada dos axonios e de suas bainhas de mielina. A contra coloragdo foi
utilizada para a visualizacdo das bainhas conjuntivas, técnicas estas também
utilizadas por outros autores (Lundborg et al., 1982; Mackinnon, 1984;
Mackinnon et al., 1999; Vicente, 1999; Wang, 1999; Oliveira et al., 2000; Vicente
et al., 2001).

Quanto a morfometria dos enxertos venosos, foram aferidas a
area e o diametro minimo das fibras nervosas, area e espessura da bainha de
mielina e a area e diametro minimo dos axdnios no enxerto e no coto distal. Em

trabalho semelhante, Kellher et al. (2001) analisaram morfométricamente o
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diametro do axdnio, o didmetro da fibra e a espessura da bainha de mielina. Di
Benedetto et al. (1997), Ferrari et al. (1999) analisaram o didmetro do axonio e 0
didametro da fibra nervosa; Rodrigues & Silva, (2001); Barcelos et al. (2003)
analisaram o didmetro das fibras e a espessura da bainha de mielina.

O local da coleta dos fragmentos nervosos foi feita neste
trabalho no terco médio do enxerto e no tergo médio do coto distal como Ferrari et
al. (1999), Rodrigues & Silva (2001) e Barcelos et al. (2003).

Em relacdo ao nervo estudado, optamos pelo nervo ciatico por
ser nervo misto, sensitivo e motor, da mesma forma que Wang et al. (1993),
Kellher et al. (2001), Wang et al. (1995), Foidart-Dessalle et al. (1997), Pu Lee et
al. (1997), Di Benedetto et al. (1997), Karacaoglu et al. (2001) e Almeida et al.
(2002).

Referente a escolha do tipo de material usado para o enxerto,
optamos pela veia jugular externa por ser a veia um material abundante, de
localizacé&o superficial, de calibre compativel com o calibre do nervo utilizado e
porque sua coleta ndo levava a um prejuizo muito grande no local de retirada,
como fizeram Ferrari et al. (1999), Kellher et al. (2001), Almeida et al. (2002) e
Roque (2007).

5.2 - Discussao dos resultados

5.2.1-Discusséo dos resultados macroscopicos e histoldgicos

5.2.1.1 - Observacgdes macroscopicas

No dia do sacrificio e coleta dos segmentos nervosos do nervo
ciatico, foi observado que os ratos dos grupos experimentais ndo apresentaram
alteracdes na marcha em conformidade com descri¢fes prévias de Pu Lee et al.
(1998). Durante a coleta dos enxertos constatamos uma fibrose do tecido

circunvizinho ao enxerto, sendo esta ocorréncia também encontrada por Ferlic &
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Goldner (1965). Por um periodo os animais dos grupos experimentais fizeram
autofagia do membro operado, no qual foi feito o “gap” nervoso. Este fato
também foi relatado por Guda et al. (1993) e Di Benedetto et al. (1998).

5.2.1.2 - Observacdes histoldgicas

A presenca de vasos sangiiineos é importante para a regeneracao
de qualquer tecido do organismo. Em nossas observacfes confirmamos a
ocorréncia da neovascularizacdo dos enxertos, com distribuicdo dos vasos
centralmente e perifericamente, conforme descrigdes similares de Ferrari et al.
(1999) e Rodrigues e Silva (2001).

Em nossas observacgdes histologicas do terco médio dos enxertos
e do terco médio do coto distal, de todos 0s grupos, constatamos a presenca de
fibras nervosas mielinicas e amielinicas de tamanhos heterogéneos, a
neoformacéo de perineuro e a organizacgéo intraneural de fasciculos com tamanhos
e nimeros variados.

O padrdo de constituicdo das fibras nervosas, na maioria dos
enxertos de todos 0s quatros grupos, mostrou-se semelhante a do nervo ciatico de
rato normal. O nervo ciatico, observado a microscopia de luz, mostrou-se
constituido por fibras nervosas predominantemente, mielinicas e de diversos
didmetros. Isto esta em conformidade com os dados de Wang et al. (1993), Di
Benedetto et al. (1997), Foidart-Dessale et al. (1997), Geuna et al. (2000),
Battiston et al. (2000), Fornaro et al. (2001) e Karacaoglu et al. (2001).

Em nosso experimento, notamos ax6nios em regeneragdo, em
todos 0s animais de todos 0s grupos experimentais. Sugeriu-se que 0s axonios
cresceram do coto proximal do nervo ciatico, atravessaram 0 espaco
intersegmentar de um centimetro e atingiram o coto distal deste nervo, pois, em
todas as variaveis analisadas foram maiores os parametros no terco medio do

enxerto do que na regido do coto distal.
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As ceélulas de Schwann do coto distal, apds perderem contato
com as do enxerto, comecaram a proliferar ao longo da membrana basal do tubo
endoneural de forma linear, constituindo as bandas de Biingner conforme Bunnel
&Boyes (1939), Bunge (1987), Lundborg (1987), Roytta et al. (1987), Ide & Kato
(1990), Da-Silva (1995), Ide (1996), Albert et al. (1997), Frisen (1997), Fu &
Gordon (1997), Frostik et al. (1998), Thanos et al. (1998) e Fornaro et al. (2001).

Através de coloragdo imunocitoquimica, Fornaro et al. (2001)
verificaram que as células de Schwann, vindas da extremidade nervosa distal,
seriam as responsaveis por guiar os axdnios em regenera¢do em direcdo ao alvo.

Nossos achados microscopicos dos enxertos, de todos 0s grupos,
concordam com os dados de RoOyttda & Salonen (1998). Eles notaram
minifasciculos nervosos mais escassos e muitas microfibrilas que circundavam
fasciculos colagenosos. NOs observamos fasciculacdo delimitada por fibras
colégenas e por prolongamentos do perineuro.

Através de observacOes histologicas dos cortes transversais do
terco médio dos enxertos e dos cotos nervosos distais em todos 0s grupos
experimentais, constatamos axénios posicionados por fora do epineuro, tanto no
enxerto como no coto nervoso distal. McCallister et al. (1999) também
verificaram, em cortes histologicos, axénios bem mielinizados e externos ao
epineuro.

Nos quatro grupos experimentais usados, 0 nervo ciatico foi
seccionado, e retirado um segmento de um centimetro do nervo, e atraves da
interposicdo de veia padréo (sem vir ao avesso) e ao avesso, ambas com ou sem
preenchimento por muasculo estriado esquelético, haveria melhor padrdo de
regeneragdo, com 0 uso de veia normal ou ao avesso, e com Ou Sem
preenchimento.

Observou-se na analise morfoldgica espessamento do perineuro
nos quatro grupos experimentais quando comparado com o grupo “Sham”. Talvez
isto tenha ocorrido devido a tubulizacdo feita com enxerto venoso, podendo

determinar constrigéo e prejuizo na regeneracao (Kuljis et al., 1983).
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Encontramos nos grupos veia ao avesso preenchida com
musculo esquelético (VAME) e no grupo veia normal preenchida com musculo
esqueléetico (VNME) que receberam enxerto de musculo esquelético no interior do
vaso enxertado, fibras nervosas bem organizadas dispostas em compartimentos
com microfasciculos bem organizados, e também restos de algumas fibras
musculares. Esta compartimentalizacdo foi também observado por Fordart-
Dessalle et al. (1997), Geuna et al. (2000), Tos et al. (2000) e Karacaoglu et al.
(2001) .

Wang et al. (1993) e Geuna et al. (2000), colocaram o enxerto
Venoso ao avesso ha reparacdo nervosa, pois a adventicia do vaso, que
normalmente esta mais proxima dos nervos periféricos, propiciaria ambiente mais
favoravel a regeneracdo nervosa. Por este motivo, neste trabalho, foram criados 0s
grupos enxerto venoso ao avesso sem preenchimento (VASP) e o grupo de veia ao
avesso preenchida com musculo estriado esquelético (VAME).

O enxerto venoso pode apresentar colabamento, 0 que poderia
prejudicar a regeneragdo nervosa. Para evitar este aspecto negativo Geuna et al.
(2000) e Battiston et al. (2000) introduziram enxerto de musculo estriado
esquelético no interior dos enxertos venosos. Tentando comprovar os achados

destes autores foram introduzidos os grupos VAME e VNME.
5.2.2 - Resultados morfometricos

O grupo “Sham” foi melhor em todos os atributos estudados, e

em todos 0s grupos experimentais estudado neste trabalho.

5.2.2.1 - Area da fibra na regido do enxerto

Em relacdo aos resultados da area da fibra nervosa na regido do
enxerto, em todos os grupos foram diferentes, sendo o grupo “Sham” melhor que
0s grupos VASP, VNSP, VAME e estes foram melhores que o grupo VNME. Néo
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encontramos nenhuma publicacdo que tenha estudado a area da fibra na regido do

enxerto nervoso.

5.2.2.2 - Area da fibra na regio do coto distal

Quanto a area da fibra nervosa no coto distal, foi maior no
grupo “Sham” que no grupo VASP, seguidos pelos grupos VAME e VNSP, que
ndo foram diferentes, e maiores que o grupo VNME. Em nosso trabalho o melhor
foi o grupo VASP, cuja média obtida foi de 15,54 (£0,66) um?2. Foidart-Desalle et
al. (1997) com trabalho semelhante, teve resultado pior com veia preenchida.

5.2.2.3 - Didmetro minimo da fibra na regiédo do enxerto

Quanto ao diametro minimo da fibra nervosa na regido do
enxerto, o que teve o melhor resultado foi o grupo VASP, 5,14 (1,51) um, que
foi maior que o grupo VNSP, que nédo foi diferente do grupo VAME, e ambos
foram maiores que o grupo VNME.

Barcelos et al. (2003) em trabalho semelhante ao nosso,
encontraram média de 5,24 (£1,31) pum. Este resultado similar explica-se
provavelmente pelo “gap” semelhante, 10 milimetros, e pelo tempo similar de

observacéo, de 10 semanas.
5.2.2.4 - Diametro minino da fibra na regido do coto distal

Com relacdo ao diametro minimo da fibra no coto distal, neste
atributo, os grupos VAME, VNSP e VASP néo foram diferentes, entretanto todos
foram maiores que o grupo VNME. Di Benedetto et al. (1997) encontraram média
de 3,01 (+ 1,01) e Foidart-Dessale et al. (1997) encontraram média de 3,04 um,
resultados semelhantes ao grupo VAME, com 2,88 (+0,86) um de nosso trabalho.
Battiston et al. (2001), diferente destes autores e de nossos resultados,
encontraram média de 4,97 (£0,37) pum, embora o “gap” tenha sido maior, trés
centimetros, e o tempo de observacdo tenha sido o dobro do nosso, 24 semanas.
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Talvez este detalhe possa explicar o resultado superior por ele encontrado.
Barcelos et al. (2003), utilizando veia heteréloga ao avesso ndo preenchida,

obtiveram média de 4,89 (£0,69) um . Nao conseguimos explicar esta diferenca.
5.2.2.5 - Area da bainha de mielina na regifo do enxerto

Quanto a area da bainha de mielina na regido do enxerto,
obtiveram os melhores resultados os grupos VNSP e VASP, que ndo foram
diferentes, e foram maiores que o grupo VAME, que foi maior que o grupo

VNME. N&o encontramos nenhuma publicacdo que tenha estudado este atributo.

5.2.2.6 - Area da bainha de mielina na regi&o do coto distal.

Em relagdo a area da bainha de mielina na regido do coto distal,
os resultados foram diferentes, sendo o grupo VASP melhor que o grupo VAME,
VNSP e este melhor que o grupo VNME. Néo encontramos nenhum trabalho que

tenha estudado a area da bainha de mielina na regido do coto distal.

5.2.2.7 - Espessura da bainha de mielina na regido do enxerto

Quanto a espessura da bainha de mielina na regido do enxerto, o
resultado foi maior no grupo VASP, com media de 1,43 (x0,58) um seguido pelos
grupos VNSP e VAME, que ndo foram diferentes entre si, e maiores que o0 grupo
VNME. Barcelos et al. (2003) obtiveram resultados menores que 0 nosso, com
média de 1,10 (£0,34) um. Talvez a diferenca encontrada seja devido o0s autores
terem usado veia heteréloga. Rodrigues e Silva (2001) obtiveram média de 0,30
pum, e Ferrari et al. (1999) obtiveram média de 0,29 um. Provavelmente estes
resultados inferiores aos nossos devam-se ao fato destes autores terem empregado

0 nervo safeno, de diametro inferior ao nervo ciatico.
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5.2.2.8 - Espessura da bainha de mielina na regido do coto distal

Neste atributo os grupos VAME, VASP e VNSP ndo foram
diferentes, entretanto todos foram maiores que o grupo VNME. O nosso melhor
resultado foi para o grupo VAME que obteve média de 0,69 (x0,42) um,
semelhante ao resultado obtido por Barcelos et al. (2003), que foi de 0,80 (+0,10)
pm. Ferrari et al. (1999), obtiveram média de 0,295 um e Rodrigues e Silva
(2001), obtiveram média de 0,313 pm, resultados inferiores ao nosso,

provavelmente por terem trabalhado com o nervo safeno.

5.2.2.9 - Area do axdnio na regido do enxerto

Neste atributo os grupos VNSP, VASP e VNME nédo foram
diferentes, entretanto todos foram maiores que o grupo VAME. N&ao encontramos

nenhum trabalho que tenha analisado a &rea do axdnio na regido do enxerto.
5.2.2.10 - Area do ax6nio na regido do coto distal

Neste atributo os grupos VASP, VNME e VNSP nao foram
diferentes, entretanto todos foram maiores que o grupo VAME. N&o encontramos
nenhum trabalho que tenha analisado a &rea do axdnio na regido do coto distal.

5.2.2.11 - Diametro minimo do axdnio na regido do enxerto

Neste atributo o grupo VASP foi maior que o grupo VAME, que
ndo foi diferente do grupo VNSP, que foram maiores que o grupo VNME. Nao
encontrou-se trabalho na literatura que tenha estudado o didmetro minimo do

axonio na regido do enxerto.
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5.2.2.12 - Diametro minimo do axénio na regido do coto distal

Neste atributo os grupos VAME, VNSP e VASP ndo foram
diferentes, entretanto todos foram maiores que o grupo VNME. Em nosso
trabalho o grupo que obteve melhor resultado foi o grupo VAME, com media de
1,50 (x0,31) pm, semelhante a média de 1,74 (x0,91) um, obtida por Di
Benedetto et al. (1998). Karacaoglu et al. (2001), encontraram média de 0,40
(x0,67) pm para o didametro minimo do axdnio, valor inferior ao por nés obtido.
Embora o modelo tenha sido semelhante, e o tempo de observacédo ser maior, 20

semanas, ndo conseguimos encontrar algum motivo para esta diferenga.

5.2. 2. 13 - Considerac0es gerais

Na regido do enxerto a maioria dos atributos, para todos os
grupos, tiveram médias maiores que na regido do coto distal. Talvez isto tenha
ocorrido devido a regeneracdo dos axonios terem formado varios brotos na regido
do enxerto e, apenas permaneceram 0s axnios regenerados que penetraram nos
tubos endoneurais do coto distal. Este fato esta em concordancia com diversos
autores (Sunderland, 1968; Lundborg, 1987; Griffin et al., 1993; Da-Silva, 1995;
Fu & Gordon, 1997; Thanos et al., 1998; Lent et al., 2005).

Quanto ao preenchimento por tecido muscular na regido do
enxerto, observou-se que os grupos sem preenchimento (VASP e VNSP) foram
melhores que os grupos preenchidos (VAME e VNME). Ja na regido do coto
distal o mesmo néo ocorreu.

Dos diversos atributos estudados, os mais fidedignos sédo o
didmetro minimo da fibra nervosa e o didmetro minimo do axénio, pois estes ndo
sofrem influéncia da inclinagdo no momento do corte histolégico. A area da fibra,
a area da bainha de mielina, a espessura da bainha de mielina e a area do axoénio,
poderao alterar-se caso ocorra esta inclinacdo. Analisando-se entéo estes atributos
mais confidveis, observou-se que no coto distal, o piores resultados foram

encontrados no grupo VNME, sendo os demais grupos equivalentes. O
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preenchimento com tecido muscular sabidamente previne o colabamento da veia.
Talvez este fator positivo tenha sido anulado pela provavel resisténcia deste tecido
ao crescimento dos ax6nios. Da mesma forma, a auséncia de adventicia em
contato com a fibra nervosa em regeneracdo, somado aos fatores ja descritos ao
preenchimento muscular, expliquem os piores resultados do grupo VNME.

Em trabalhos similares ao nosso, com tubulizagbes de veia, o
tempo de observacdo de 12 semanas foi o periodo mais utilizado. Entretanto,
quando estes vasos foram preenchidos com musculo estriado esquelético fresco,
ndo ha na literatura consenso sobre este tempo de observacdo (Di Benedetto et al.
1998, Battiston et al. 2000 e Geuna et al. 2000). Talvez tempos de observacao
maiores, pudessem esclarecer nossos achados.

Embora ndo tenhamos utilizado analises funcionais e
eletrofisioldgicas, acreditamos que as mesmas poderiam ter trazido contribuicédo a
este estudo.

Os resultados encontrados no presente trabalho aumentam as
perspectivas de recuperacdo nervosa, Vvisto que atualmente mais patologias
demandam enxertos nervosos. As veias sdo de facil obtencdo, acessivel
economicamente, autéloga e isenta de reacfes antigénicas. Assim, trabalhos que
procuram elucidar alternativas ao enxerto de nervos apresentam grande

importancia.
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Com o modelo experimental utilizado pudemos concluir que:

1. Houve regeneragdo de nervo nos quatro grupos experimentais.

2. O nervo regenerado apresentou-se microfasciculado, nos quatro grupos
experimentais.

3. O grupo de veia normal preenchida com musculo esquelético (VNME) foi
0 que apresentou maior fibrose e o pior resultado.
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