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RESUMO

As lesbes traumaticas incidem com grande freqléncia sobre o sistema nervoso periférico,
apresentando pregnéstico reservado principalmente quando ocorre transecgio completa do
nervo. Todavia, com o melhor conhecimento dos fenémenos celuiares e moleculares envolvidos
na regeneracao axonal e das técnicas microcirurgicas, tem-se buscado methorar esse quadro.
Neste sentido, tem sido objeto de investigagao nos ultimos anos a criagdo de um banco de
nervos que viria facilitar o reparo de lesdes nervosas com extensa perda de substancia. Assim,
diversos métodos vem sendo testados para a conservagdo dos segmentos de nervos para
posterior fransplante. Neste estudo foram analisados os aspectos morfoldgicos e quantitativos de
enxertos autdlogos previamenie mantidos em dois tipos de solugdo conservadora. Foram
utiizados guarenta ratos machos da linhagem Wistar, sendo que 18 deles foram subdivididos em
grupos de 4 animais, gue tiveram ©s nervos tibial esquerdo e direito removidos e mantidos em
solucdo conservadora de Wisconsin/Belzer (4°C), por 24 ou 72 horas, ou em solugéo
conservadora de Collins {4°C), por 24 ou 72 horas, respectivamente. Apos os periodos de
conservagdo previstos, estes nervos foram processados para analise histologica, conforme
descrito a seguir. Outros 4 animais, controles, tiveram o0s nervos tibial direito e esguerdo
removidos e imediatamente processados para histologia. Peor sua vez, um grupo de 15 animais
teve o nervo tibial esquerdo removido e conservado por 24 horas ou 72 horas em solugdc de
Wisconsin/Belzer (4°C) ou solugéo de Collins (4°C), e posteriormente transplantado no mesmo
animal para o lado direito. Qutros 5 animais, tiveram o nervo tibial esquerde retiradc e
imediatamente transplantado para o lado dirette. A conduta cirargica foi precedida sempre de
anestesia profunda com pentobarbital sédico (50mg/Kg/peso) para todos 0s animais. Apos 50
dias do transplante, os animais que receberam os enxertos nervosos foram anestesiados para
exposicdo do respectivo enxerto e para sua fixagdo "in situ” com uma solugdo de glutaraldeido
2% e formaldeido 1%, em tampé&o fosfato de sdadic 0,1M. Apds serem mantidos por 24 horas
nesta solugao, 0s segmentos do enxerto foram pas-fixades em 0sO4 e incluidos em resina. A
seguir, de cada espécime foram obtidos cortes semi-finos da por¢do média do enxerto, 0s quais
foram corados com azul de Toluidina e analisados em microscopio de luz convencional. Para a
analise quantitativa dos axbnios regenerados no enxerto, foram amostrados cinco campos
diferentes e fotografados sob objetiva de imerséo (100x). Os negativos foram copiados em pape!
fotografico com o aumento final de 1625 vezes e procedeu-se a contagem dos axbnios
mielinicos com o auxilio de contador eletrénico. A analise histoidgica mostrou que a regeneracéo
axanai, apds 50 dias do transplante, estava mais avangada nos enxertos previamente mantidos
nas solucao de Wisconsin/Beizer, em relagéo aos enxertos mantidos na solugde de Collins, e era
semelhante a observada nos enxertos frescos. A analise da densidade de axdnios mielinicos
regenerados nas diferentes condigbes experimentais confirmou 0s resultados histologicos.
Assim, 0 numero de axdnios nuelinicos regenerados em 10“um2 de area nos enxertos
previamente mantidos em solugdo Wisconsin/Belzer, por 24 ou 72 horas, foram,
respectivamente, 433112 e 430+32. Sendo estes resultados significamente superiores aos
observados nos enxertos mantidos em solugdo de Collins por 24 horas (344+20% e 72 horas
(327429 b) e semelhante acs computados nos enxertos frescos {407+13%), Estes resultados
mostraram que a composigéo da solugdo conservadora de Wisconsin/Belzer é capaz de manter
a viabilidade dos enxertos de nervos, nos periodos de tempo estudados, de maneira superior 3
da solugdo de Collins, podendo ser proposta como um meio adequado para a preservacio dos
nervos até o seu transplante.



1. INTRODUGAO



1.1. CONSIDERAGOES PRELIMINARES

O mundo vem passando por uma grande transformagéo técnico-industrial
aue traz consigo novas doengas ocupacionais, traumaticas e de lazer. Entre as
lesbes traumaticas, estdo as do sistema nervoso periférico, que se apresentam
com grande frequéncia na faixa etéria produtiva da popuiagdo masculing,
limitando ou incapacitando para as atividades profissionais e sociais.

O tratamento dessas lesbes, e especialménte aqueias que acarretam a
seccao do nervo, séo as que apresentam pior prognéstico. Contudo, o progresso
das técnicas cirdrgicas, especialmente da microcirurgia, e o melhor conhecimento
dos fendmenos celulares e moleculares envolvidos no processo de regeneracio
axonal, tém propiciado perspectivas significativamente melhores para o
tratamento das lesbes nervosas periféricas (Benzel, 1996).

Nesse contexto, destacam-se os esforgos de alguns grupos \de pesqguisa no
sentido de viabilizar a criagdo de um banco de nervos, como uma alternativa
atraente no tratamento adequado das lesdes de nervos com extensa perda de
substancia (Evans e cols., 1994; Mackinnon, 1996). Contudo, para se alcangar
esse objetivo antes serd necessario responder perguntas importantes, tais como:
Qual é o melhor meio para manuteng@o e conservagao dos enxertos de nervos?
Por quanto tempo esses enxertos podem ser mantidos nc meio de conservagao?
Quais os efeitos esses meios sobre 0s elementos celulares do nervo importantes
para o procéséo regenerativo? Além disso, a comprenssdo adequada dos
processos de histocompatibilidade é outro significativo obstaculo a  ser

ultrapassado para a validagao de um banco de nervo.
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1.2. ALGUNS DADOS HISTORICOS DO REPARO CIRURGICO DE NERVOS

PERIFERICOS

Os primeiros experimentos empregando suturas para o reparo cirdrgico de
nervos foi relatado por Ferrar no século 17 (apud Flynn, 1975). Porém, somente
no século 19, Baudens (apud Flynn, 1975) fez os primeiros relatos de
justaposicdo de cotos nervosos suturando suas extermidades. A investigagao
sistematica do reparo cirdrgico de lesdes nervosas periféricas teve um avancgo
importante durante a guerra civil americana com os trabathos realizados por
Hammond (apud Flynn, 1975). Ainda, no final do século 19 e no inicio deste
século, Huber (1895, 1919, 1920, apud Flynn, 1975) fez um amplo estudo da
reparacao cirurgica de nervos e relatou a recuperacao parcial, e mesmo completa,
das funcao motoras e sensitivas dos pacientes.

Bristow e Platt (1920, apud Fiynn, 1975) atuando como cirurgites durante a
primeira guerra mundial, relataram que era possivel fazer sutura primaria nas
lesBes incompletas e opinaram que isso poderia melhorar o quadro lesional.
Herbig, em 1937, (apud Flynn 1975) relatou 4 suturas primérias ¢ 13 secundarias.
Apds um periodo de 2 a 12 meses do reparo, concluiu que o reparo primario tinha
resultados superiores. Pollock e Davis {(1923), através de trabalhos experimentais,
verificaram que a sutura primaria em uma ferida limpa tinha melhores resultados
quando esta era término-terminal,

Durante a Segunda Grande Guerra, inicia-se a moderna cirurgia de nervos
periféricos (Woodhall, em 1954). Contudo, durante esse periodo, as lesGes
geralmente abordadas eram extensas e severas e o tratamento cirdrgico pouco

refinado. Assim, os resultados relatados nao eram alentadores. Seddon (1954),



por sua vez, reiatou também a sua experiéncia de guerra apresentando
resultados similares.

Diversos outros autores tém contribuido na busca de aprimoramento para o
tratamento de lesdes nervosas perifericas. Dentre os quais citamos os estudos
anatdbmicos de Sunderland (1978), a exploragac intra-operatéria por Kline e cols.
(1969) e o reparo cirtrgico livre de tensao proposto por Millesi (1986). Também,
Dellon (1981} e Moberg (1991} apresentaram importantes dados clinicos sobre a
recuperacao da fungéo sensitiva.

Finalmente, o advento das técnicas microcirurgicas, popularizadas por
Millesi e cols. (1972, 19/73), associadas ao uso de enxertos e de outras
estragégias empregando-se materiais sintéticos e organicos, tém dado novas

perspectivas para a uniao cirurgica dos cotos nervesos (Mackinnon, 1996).

1.3. MORFOLOGIA DO NERVO PERIFERICO

1.3.1. Aspectos anatémicos e histolégicos do nervo periférico

Durante o desenvolvimento embrionario, por volta do 18° dia, a placa
neural invagina-se ao longo do seu eixo central constituindo a goteira neural e
formando ao longo desta as pregas neurais. Ao final da terceira semana estas se
fundem dando lugar ao tubo neural. Neste processo, algumas células
neurcectodérmicas ndo s&o incorporadas ao tubo neural e passam a formar as
chamadas cristas neurais. A partir destas esfruturas se originam 0s neurdnios
sensoriais e as celulas de Schwann que, com o desenvolvimento dos nervos

periféricos, formam a bainha mielina ao redor dos axdnios motores somaticos, de



certos axbnios sensitivos, ou envolvem completamente os feixes de axdnios
amielinicos {Moore,1975).

Os nervos periféricos tém aspecto de cordbes esbranquigados €
resistentes devido ao tecido conjuntive das bainhas que o envolivem. A bainha
mais externa € denominada de epineuro; a segunda € o perineuro € a camada
conjuntiva mais interna, que se relaciona intimamente com as fibras nervosas,
chama-se endoneuro.

O epineuro € constituido de fibroblastos distribuidos em camadas
concéntricas e separadas por fibras de colageno tipc 1, dispostas
longitudinalmente, que reforgam a arquitetura do epineurc. Pode-se considerar
este envoltério conjuntive como uma continuagdo diferenciada da duramater.
Apresenta vasos sanguineos com maior calibre que os encontrados nas demais
regiGes conjuntivas do nervo (Peters, 1976, Ortiz-Hidalgo e Welier, 1997).

O perineuro é a segunda camada que reveste os fasciculos nervosos. A
partir de sua descricdo inicial teve véarias denominagdes, tais como, perilema,
mesotélio, neuroendotélio, perineurotélio e, finalmente, perineuro. E formado de
células achatadas, dispostas 3 a 4 camadas concéntricas, separadas por feixes
de colagenc tipe | e lll. Caracteristicamente, essas células apresentam-se
envolvidas por uma lamina basal. As células perineurais sao constituidas de
citoplasma contendo pouco reticulo endoplasmatico, mas apresentam abundantes
filamentos e vesiculas. Estabelecem entre si zonas ociuentes ("tight junctions”),
cuja funcdo & controlar a passagem de substancias através das camadas do
perineuro, Parece ser que uma fungo importante do perineurc € atuar na

homeostase do nervo, controlando a entrada e a saida de substancias por



pinocitose e exocitose, participando, assim, na formag¢do da barreira hemato-
nervosa (Peters, 1976, Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997).
O endoneuro corresponde aos elementos conjuntivos que se encontram em
intimo contato com as fibras nervosas no interior do nervo periférico. Encontram-
se ai, distribuidos ao redor das fibras mietinicas e feixes de fibras amielinicas,
fioras de colageno tipo Ill, fibroblastos, capilares e alguns mastocitos. Os
fibroblastos séo idénticos ao resto do corpo e o colagenc encontra-se altamente
organizado, formando dois folhetos distintos ao redor das fibras nervosas e
respectivas células de Schwann. O mais externo é formado por grandes fibras
colagenas longitudinais, e o mais interno & composto por fibras de colageno finas
e orientadas de forma obliqua e circunferenciat ao nervo (Ortiz-Hidalgo e Weller,
1997)

Os vasos que suprem os nervos periféricos advéem de ramos vasculares
de artérias regionais. Esses ramos se distribuem inicialmente no epineuro e
penetram no perineuro, formando intercomunicagdes ou anastomoses de plexos.
A partir do perineuro estes se subdividem e penetram no endoneuro, geralmente

na forma de capilares (Wadhwani e Rapoport, 1984)

1.3.2. Caracteristicas morfologicas das fibras nervosas

Todas as fibras nervosas estdo acompanhadas por ceélulas de Schwann,
que se originam das células neuroectodérmicas das cristas neurais {(Ham,1983).
Essas células podem ou ndo organizar uma bainha de mielina ac redor do axonic.
Desta forma, 'dé.o origem as chamadas fibras nervosas mielinicas e amielinicas,
respectivamente. Além disso, as células de Schwann organizam, ao redor dos

axonios por elas envolvidos, um verdadeiro tubo de membrana basal que se

O



estende da regido de emergéncia dos filamentos radiculares até as terminagoes
axonais, distalmente. Este tubo de membrana basal é considerado matriz
extracelular e é composta por colageno (tipos IV e V), glicoproteinas e
proteoglicanos. Ao micrascopic eletrdnico  distinguem-se 3 camadas na
membrana basal. A primeira € uma lamina ténue que constitui uma regido mais
clara e varia sua espessura de 20 a 40 nandmetros. A segunda lamina,
denominada lamina densa ou basal, situa-se entre a lamina rara e a lamina
reticular e sua espessura é de 20 a 100 nandmetros, é eletrodensa e é constituida
por uma malha de filamentos. A terceira camada, ou lamina reticular ou rara
interna, € brilhante ac microscopio eletrdnico e de espessura variada, localizando-
se entre a lamina densa e o endoneurc (Martin & Webster, 1973).

A membrana basal & tambem importante barreira seletiva na troca de
substancias entre o meio externo e as fibras nervosas (Oldfors e Johanson,
1979). Serve também para a orientagao dos axdnios em crescimento durante a
regeneracgdo axonal (Gorio, 1984).

As fibras nervosas, definidas como o axbnio associado as células de
Schwann, sdo classificadas em A, B, e C e de acordo com seu tamanho, fun¢éo
e velocidade de conducgho de impulso. As do tipo A sfo mielinizadas e se
subdividem em 3 grupos: Aa, AR e AS. Sendo que as maiores {Aw) variam de 10
a 20 um de diametro e conduzem o impulso nervoso de 50 a 100 metros por
segundo. As AB, possuem dimensdes de 5 a 15 um de diametro e apresentam

uma velocidade de condugdo de 20 a 90 metros por segundo, e as fibras A8, por

sua vez, possuem de 1 a 7 pm de didmetro e uma velocidade de condugio de 12
a 30 metros por segundo. As fibras do tipo B sdo tambem fibras melinizadas com

diametro de 3um e uma velocidade de condugao de 3 a 15 metros por segundo.



As fibras amielinicas s@o pequenas, com 0,2 a 1,2 um de didmetro, e conduzem

impuisos de 0,3 até 1,6 metros por segundo (Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997).

1.3.3. Caracteristicas morfoldgicas do axdnio

O axdnio & um prolongamento diferenciado do corpo celular do neurdnio,
sendo sua funcéo transportar sinais elétricos e quimicos a longas distancias.
Fazendo parte do seu citoesgueleto, encontramos os neurcfitamentos e
microtUbulos que constituem percentual importante da proteina axonal total. Os
neurofilamentos, descritos originalmente por Ramon y Cajal e Bielschowsky como
neurofibrilas argentdfilos (apud Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997), apresentam um
diamentro de 8 a 10 nm, com comprimento variavel. Os microtdbulos tém o
aspecto cilindrico oco e sdo compostos por subunidades globulares de tubulina
com 4 a 5 nm de diametro. Exercem funcao importante no transporte axonal,
ancorando e permitinde o avange de vesiculas ftransportadoras de

neurctransmissores e outros produtos do metabolismo neuronal (Day-Allen, 1987;

Btack, 1994).

As células de Schwann envolvem axénio e formam uma bainha de mielina
ac seu redor. Observadas ao microscopio eletrdnico, verifica-se que durante o
processo de mielinizagdo as camadas internas da sua membrana celular se
fundem, formando linhas densas principais, e as camadas externas formam as
chamadas linhas intraperiddicas (Ross, 1993). Também, na formagac da mielina,
permanecem porgdes de citoplasma entre as membranas das células de
Schwann, qué séo denominadas de incisuras ou fendas de Schimidt-Lanterman.
Parece que a fungdo destas estruturas seria previnir o fluxo ou deslocamento de

mielina semi-liqlida ao longo das fibras nervosas e fomnecer, por difuséoe,



nuirientes ao axdnio. A bainha de mielina, por sua vez, é constituida por 75% de
lipidios (coiéstero[, esfingomielina e galactolipides} e 25% de proteinas
(Ham,1983).

A regido entre duas células de Schwann adjacentes, onde nao ha mielina,
chama-se nodulo de Ranvier. Nesta regido a membrana axonal esta em direta
comunicagdo com o meio extracelular, sendo rica em canais idnicos, cujo
funcionamento determina a geragéo e propagacdo do impulso nervoso {(Waxman
e Ritchie, 1985; Scholz, 1993). E importante destacar que no funcionamento do
sistema nervoso, a bainha de mielina atua comd isolante elétrico e aumenta a
velocidade de condugdo do impulso nervoso, sem necessidade de aumento do

diametro da fibra nervosa (Waxman e Ritchie, 1985; Scholz, 1993).
1.4. LESOES DO NERVQ PERIFERICO

1.4.1. Classificagao das lesdes

Os nervos periféricos esto sujeitos a varios tipos de trauma, podendo ser
Gnico ou associado. Os agentes lesivos podem ser mecanicos (compresso,
tracao), isquémicos, quimicos, térmicos ou elétricos. A lesdo pode localizar-se em
um pequeno segmento, por exemplo, quando causado por um instrumento
cortante, ou abranger uma extensdo relativamente grande, quando ocorre um
esmagamento ou tragaoc (Leffert,1988).

Seddon {1943) classificou a lesao nervosa periférica segundo trés graus: o
primeiro tipe € aquela onde ha um bloqueio parcial da condugao do impulso
nervoso causado pela compressao do nervo, sendo denominada nedropraxia; o

segundo tipo de lesdo é aguele onde ocorre um importante bloqueio da conducaoc
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do impuiso nervoso provocado pelo esmagamento do nervo, com a seccao de
muitos axonios, sendo denominada de axotomia, o terceiro tipc de lesao,
denominada neurotomia, se estabelece quando ha transecgdo do nervo com a
interrupcao das bainhas conjuntivas e dos axdnios, tendo como conseqgléncia o
blogueio total da condugéo do impulso nervoso.

A probabilidade de regeneracdo do nervo, com retomada total da sua
funcionalidade, diminui em proporgédo a gravidade da lesdo. Assim, apbs uma
neurotomia, a probabilidade de recuperagdo funcional, sem a utilizagdo de algum

tratamento cirdrgico & muito pequena.

1.4.2. Alteragbes proximais a lesao

Apo6s uma lesdo do nervo, o corpo celular dos neurdnios exibe o fendmeno
da cromatolise, que corresponde & desintegragdo da substancia de Nissl,
ocasionada pela dispersédo dos ribossomos no citoplasma e reticulo
endoplasmatico rugoso, e aumento de basofilia (Torvik, 1976). Ac mesmo tempo
o volume do nucteo e nucléolo aumenta, e estes migram para a periferia celular.
Do ponto de vista funcional estes fendbmenos n&o estéo ainda bem esclarecidos.
Porém, estdo relacionados com as alteragbes celulares referentes & sintese
protéica e ao transporte axoplasmatico, envolvidos com o inicio da regenerac&o
axonal, ou com a morte dos neurdnios (Fawcett e Keynes, 1990).

Quando ocorre neurotomia, a regido adjacente a lesdo fica inicialmente
entumecida. Na extremidadade do coto proximal, os axdnios transeccionados
apresentam ﬁmé perda de material axoplasmatico imediatamente apos lesdo, que
cessa apds alguns minutos com a reorganizagdo da membrana plasmatica

axonal. A degeneracgao retrégrada pode atingir os axénios e esse fendmeno fica
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restrito apenas ao local mais proximo a lesdo (Waller, 1850). Numa etapa
seguinte, se houver condigdes adequadas, os axdnios podem iniciar a sua
regeneracdo ramificando-se e orientando-se na diregdo do coto distal (Cajal,

1959).

1.4.3. Alteragoes distais a lesao

Apos uma leso no nervo, tem lugar no coto distal um processo
degenerativo denonimado "degeneragdo Walleriana” onde, primeiramente, 0s
axdnios desconectados do coto proximal entram num processo autolitico. Estudos
ultra-estruturais mostraram que a primeira alteragdo a ocorrer nos segmentos
axonais distais é o acumulo de mitocdndrias no axoplasma da regido dos nodos
de Ranvier (Donat e Wisniewski, 1973). A seguir hd uma retracac da bainha de
mielina, fragmentag&o do axoplasma e um rompimento das mitocondrias. Apds 12
horas da lesdo a fibra nervosa fica entumecida e deformada com o aumento das
incisuras de Schmidt-Lantermann. Apresentam também um afrouxamento das
lamelas de mielina e retragao da bainha em direcdo aos nodos de Ranvier. Num
periodo de 3 a 7 dias os axdnios e a bainha de mielina estardo completamente
fragmentados em segmentos elipsoides (Carpenter, 1988).

Ainda ha certa controvérsia sobre o padrac de degeneragac Walleriana, ou
seja, se ela avanga de maneira centrifuga ou centripeta & lesédo (Cajal, 1959,
Donat e Wisnieski, 1973; Sunderiand, 1978, L.unn e cols., 1990). Contudo, Donat
e Wisnieski {1973) obtiveram evidéncias de que esse processo de degeneragao
nac seria uﬁifdrme e n&o teria, portanto, uma padronizacdo quanto a sua

propagacgdo a partir da lesao.
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Um fato importante na degeneragdo Walleriana €& a alteragdo no
cbmportamento da célula de Schwann. Seu citoplasma se hipertrofia, organelas
sdo produzidas e aumentam os movimentos citoplasmaticos (Lubinska, 1982).
Durante essa fase, sdo recrutados para o coto distal mondcitos e macrofagos que,
atuando junto com células de Schwann, aceleram a autdlise dos axonios e
fagocitam os fragmentos decorrentes da sua degradacéo, bem como os residuos
das bainhas de mielina (Stoll e cols., 1989).

A importancia dos macrdfagos no desenvolvimento da degeneragao
Walleriana ¢ de vital importancia. Nesse senfido, Beuche e Friede (1984)
mostraram que fragmentos de nervos mantidos no interior de recipientes de
"milipore", implantados intraperitonealmente, n&o apresentaram degeneragao
Walleriana. Esses recipientes ndc permitiam o ingresso de macrofagos e os
axdnios e a bainha de mielina permaneciam integros véarios dias apos o implante.
Isso foi confirmado por White e cols. (1989), e mais recente Dahiin (1895), em

experimentos onde a entrada de células no micro-ambiente do nervo lesado for

impedido.
1.5. REGENERAGAO DO NERVO PERIFERICO

1.5.1. Conceitos basicos

O processo da regeneragdo do nervo depende de varios fatores, tais como,
o grau de comprometimento das bainhas conjuntivas, a distancia da lesdo com
relagdo ao corpo celular do neurdnio, a disponibilidade de fatores tréficos no sitio

da lesdo e a capacidade de regeneracgéo intrinseca da propria célula nervosa.



No inicio do processo regenerativo 0s axdnios comegam a formar, a partir
do coto proximal, os chamados cones de crescimento. Estes correspondem a
uma intumescéncia na extremidade do axdnio, com 50um de didametro e 100 um
de comprimento, sendo constituido de organelas e fibrilas {Cajal, 1959, Fawcett e
Keynes, 1990).

Vdrios fatores atuam no crescimento axonal, em particular a lamina basal
das células de Schwann, que contém laminina, fibronectina e colageno do tipo 1V.
No decorrer do processo degenerativo no coto distal, as células de Schwann se
multiplicam e se organizam formando cordes (bandas de Bungner) envolvidos
pela membrana basai produzida por elas (Nathaniel e Paese, 1963, Haftek e
Thomas, 1968). Os cones de crescimento, por sua vez, penetram as bandas de
Bungner e os axonios se alongam enire a membrana da célula de Schwann e sua
respectiva membrana basal, a uma velocidade de 1 a 2,5 mm /dia (Ortiz-Hidalgo e
Weller, 1997).

No decorrer do processo descrito acima, os axdnios em regeneragao
podem ou ndo ser mielinizados pelas células de Schwann. Embora se saiba que o
inicic deste processo dependa de uma sinalizagdo axonal, ele ainda n&o € bem

compreendido (Griffin e cols, 1993).

1.5.2. Importancia dos elementos celulares do nervo e dos fatbres

neurotroficos

Conforme ja dito acima, no inicio do processo regenerativo os brotamentos
axonais dao Iluéar a formagao do cone de crescimento. Essa estrutura tem a
funcdo de detectar sinais fisicos e bioguimicos no micro-ambiente de

regeneragdo, dando condigdo de orientagdo e crescimento do axdnio em diregéo



ao alvo periférico (Lockerbie, 1987, Dodd e Jessel, 1988}. Devemos enfatizar que
os axdnios em regeneragdo crescem dentro dos tubos endoneurais, formados
pelas células de Schwann e suas membranas basais. Alem disso, as celulas de
Schwann, e demais componentes celulares do nervo, sS40 responsaveis por
fornecer um meio propicio para a indugéo e manutengéo da regeneragdo axonal.

Particularmente, os elementos celulares de origem n&o-neural, sobretudo
as células de Schwann, respondem pela produgdo de fatores neurotroficos, tais
como, o NGF, BDNF e o GDNF, entre outros, bem como de moléculas
promotoras de neuritos como a laminina (Levi-Montalcini, 1987, Heumann e cols.,
1987: Raivich e Kreutzberg, 1987; Funakoshi e cols., 1993, Watabe e cols, 1895;
Hammarberg e cols, 1996; Arce e cols, 1998).

Particularmente, Taniuchi e cols. (1988) demostraram que as células de
Schwann também expressam receptores para a NGF e que esta expressao
parece ser controlada pelo contato axonal. Assim, apds uma lesdo do nerve, o
numero desses receptores nas céluias de Schwann, distais a lesdo, aumenta com
a degeneragio das axonais, diminuindo, pdrém, a medida que se reestrutura o
contato axonal durante a regeneragao.

Por sua vez, Funakoshi e cols. {1993) mostraram alteragbes substanciais
da quantidade de outros fatores neurotréficos no nervo (BDNF; NT-3}, bem como
dos seus receptores de aita afinidade, durante o processo degenerativo e
regenerativo axonal.

Concomitante a essas respostas celulares ocasionadas por alguma ieséo,
desenvolve—sé, distalmente a mesma, alteragfes na sintese de diversos fatores
da matriz extracelular, entre eles colageno, laminina, acido hialurdnico e

proteoglicanos. Um desses componentes, a laminina, € uma molécula de
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particular importancia, pois entra na composicdo das membranas basais das

bandas de Blngner (Salonen e cols., 1987; Tona e cols., 1993).

1.6. ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO CIRURGICO DAS LESOES NERVOSAS

PERIFERICAS

Os reparos cirrgicos necessitam de tempo certo para intervengéc e o uso
de técnicas operatérias apropriadas. Deve-se considerar também o aspecto
anatdmico e fisioldgico da regido traumatizada (Benzel,1996). Rejataremos a
seguir algumas das técnicas mais empregadas, bem como sua adequagao para

as diversas situagdes

1.6.1. Neurorrafias, tubolizagdes e enxertos

Um dos métodos mais comuns séo as suturas ou neurorrafias, que podem
ser. epineural (Bora Jr. e cols, 1976; Rouleau, 1981), perineural ou
interfunicular (Sunderiand, 1953; Millesi e cols., 1972; Orgel e Terzis, 1977,
Miliesi, 1981) e epiperineural (Elsberg, 1919, Brunnelli, 1969). Vale destacar que
alguns autores néo véem diferenca entre a sutura epineural e interfunicular
(Cabaud e cols., 1976; Hudson e cols., 1979; Buehler e cols., 1990).

Além das neurorrafias, tém sido empregados outros metodos para unir 0s
cotos nervosos, como "cuffs” de tantalo (Weiss, 1944a), envelope arterial (Weiss,
1941, 1943, 1944b), ou venoso (Fullerton, 1915; Ely e Calteux, 1983), coia de
fibrina (Epste'in,‘1949; Bento e Minit, 1989; Maragh e cols., 1990} e cola acrilica

(Kline e Hayes, 1963; Freeman, 1969).
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Outra solugdo aventada para lesbes onde a unio dos cotos nao é
possivel, devido a um perda de substancia, foi o uso de tubos de diversos
materiais para a regeneragéo do nervo no seu interior. Tém sido utlizados tubos
de silicone ou de cutros materiais aloplasticos (Ducker e Hayes, 1968; Ashur e
cols., 1987; Gibson e cols., 1991; Langone, 1991, Francel e cols., 1997), materiais
bioabsorviveis (Dellon e Mackinnon, 1988; Pham e cols., 1991, Favaro e cols,,
1992: Langone e cols.,1935), tubos pseudo-sinoviais {Lundborg e cols., 1981} e
tubos de colageno (Braun, 1966; Archibald e cols., 1991; Langone e cols., 1997;
Lora e cols., 1997). |

Qﬁando a lesdo produz uma acentuada perda de substéncia, varias
propostas de tratamento foram feitas, sendo o enxerto de nervo autdlogo o mais
utilizado (Elsberg, 1919; Naffziger, 1921; Bentley e Hill, 1936; Holmes, 1947:
Seddon, 1947, 1963; Sunderland e Ray, 1947; Speigel, 1949; Millesi e cols., 1972,
1086; Narakas, 1989; Wong e Scott, 1991). Na decada de quarenta os enxertos
de nervos heterdlogos e homologos (Lerich, 1940; Bentley e Hill, 1840) tambeém
foram realizados, mas, devido ao fendmeno da rejeicdo foram abandonados
(Seddon, 1963; Marmor, 1963, 1972). Porém, com a descoberta das drogas
imunossupressoras, esses enxertos voltaram a ganhar espage (Pollard e cols.,
1971; Zalewski e cols., 1981; White e cols., 1982; Mackinnon e cols., 1985 Bain
e cols., 1988a,b: Yu e cols., 1989; Midha e cols., 1992).

Tem sido também proposta a utilizaggo de enxertos heterdlogos de nervos
previamente congelados e descongelados (Gulatti; 1988, Tajima e cols.; 1991) e,
principalmenté, henxertos de fragmentos musculares previamente congelados e

descongelados, que forneceriam o substrato para o crescimento axonal e
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aumentariam a fonte de enxerto para a restauragio nervosa (Fawcett e Keynes;
1986, Norris e cols.; 1988, Feneley e cols.;1991). |

O uso de enxertos vascularizados € uma outra opgdo para reparagdc
nervosa periférica (Breindenbach e Terzys; 1984, Kuenzel e cols.; 19886,
Breindenbach ; 1988), porém ha sérias limitagdes na utilizagdo desta tecnica.

Encontram-se também ouiras mancbras radicais para tentar resolver as
falhas dos nervos como a relatada por Dandy (1943). Este autor promoveu o
encurtamento 6sseo do Umero ou do fémur para assim realizar sutura termino-
terminal dos cotos nervosos. |

Na literatura atual, encontram-se varias opgdes de neurorrafias, mas o uso
classico é o modo término-terminal (Coleman, 1944; Terzys, 1979, Mackinnon,
1989: Millesi, 1990; Brunnelli e Brunnelli, 1990; Harris e Tindall, 1991). De fato, os
conhecimentos atuais sobre o processo regenerativo axonal, que se faz através
dos tubos endoneurais, parecem indicar a técnica da neurorrafia término-terminai
como superior as neuroirafias |atero-terminal ou término-lateral.

Finalmente, € importante ressaltar gue em todas as técnicas cirurgicas hoje
empregadas para o tratamento dos nervos periféricos, 0 uso do microscoépio esta
sempre bem indicado para se obter os melhores resultados (Millesi, 1973; Van

Beek e Kleinert, 1977).
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1.7. O EMPREGO DOS ENXERTOS DE NERVOS: SUAS VANTAGENS E

LIMITAGOES

O enxerto autdlogo de nervos (EAN) ainda é o método mais empregado na
reconstrugao cirdrgica de lesdes nervosas periféricas com perda de substancia. A
auséncia de fendmenos de rejeicdo e a relativa facilidade para a obtengao dos
mesmos S0 as principais razdes que tém motivado o seu uso. Contudo, quando
as lesdes apresentam uma grande extens@o ou, quando o nervo a ser
reconstruido  possui grande calibre, a utilidade dos EAN diminui
significativamente. Além disso, mesmo nos casos nos quais € indicado, sempre
havera a denervacio da regido doadora, que apenas teoricamente é menos
importante que a regido receptora.

Uma atraente alternativa aos EAN sdo os enxertos homdlogos de nervos
(EHN). Estes porém, estdo sujeitos aos fenbmenocs de rejeigdo dependentes do
grau de histocompatibilidade existente entre o doador e o receptor.

A rejeicido dos EHN como resultado de uma resposta imune do receptor foi
considerada pela primeira vez por Sanders e Young (1943) e por Gutmann e
Sanders (1943). Posteriormente, Poilard e Fitzpatrick (1973), pelo estudo da ultra-
estrutura dos EHN, puderam associar de maneira irrefutdvel a rejeicdo dos EHN
com a sua invasdo por linfacitos, céiulas plasmaticas e macréfagos ativados.
Ansselin e Pollard (1990), empregando anticorpos monogclonais e tecnicas de
imunohistoqgimiica, quantificaram e acompanharam a cronologia da invaséo dos
diferentes tipos de linfécitos nos EHN realizados entre ratos Dark Agouti
(doadores) e Wistar (receptores), do 1° ao 14° dia apds o transplante.

Observaram também gque as células de Schwann passaram a expressar
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moléculas classe | e classe i do Sistema de Histocompatibilidade Principal (MHC)
a partir do 2° dia ap6s o transplante. Ansselin e Pollard (1990) propuseram, ent&o,
que as células de Schwann poderiam estar atuando como células apresentadoras
do antigeno (APC), disparando assim a resposta imune e se tornando, elas
mesmas, alvo do processo de rejeigao.

Nos ultimos anos foi evidenciada a existéncia de uma populagdo de células
no nervo com marfologia e propriedades analogas as dos macréfagos de outros
tecidos e das células microgliais no sistema nervoso central (CM/SNC). Estas
células tém sido consideradas por alguns autores como macrofagos residentes do
sistema nervoso periférico (MR/SNP) (Hughes e cols., 1987; Perry e Gordon,
1987: Steves e cols., 1989; Vass e Lassman, 1990; Gehrmann e cols., 1991 a,b).
Recentemente, Griffin e cols. {(1991) e Monaco e cols (1992), estudando as
caracteristicas imunofenotipicas dos MR/SNP, observaram nessas células uma
forte expressdo de moléculas classe Il do MHC. Esse achado, associado ao fato
de que essaé células apresentam uma morfologia ramificada semelhante a das
células dendriticas do sistema imune, sugere que os MR/SNP possam atuar
primariamente como APC. Sendo assim, parece razoavel supor que tambem 0s
MR/SNP desempenhem um papel importante no processo de rejeicao dos EHN.

O desenvolvimento e o uso relativamente bem sucedido de drogas
imunossupressoras no transplante de orgdos, levou varios grupos investigarem a
possibilidade de seu emprego também nos EHN (Pollard e cols. 1971; Pollard ¢
Fitzpatrick, 1973; Pallard e cols., 1973; Chung e Chung, 1974; Zalewsky e Gulati,
1981, 1984; M'ackinnon e cols., 1984 ab, 1987, Bain e cols., 1988a; 1988b;
Gulati, 1989; Grochowicz e cols., 1989; Yu e cofs, 1989; Ansselin e cols., 1990;

Mackinnon e cols., 1992: Ansselin e cols., 1992; Zalewsky e cols., 1993). Diversos
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autores obtiveram imunoprotec;,éo dos EHN e aumento da regeneragio axonal em
camundongos, ratos e primatas submetidos & ag&o de drogas como Azatioprina e
Ciclosporina A (Pollard e cols., 1871; Pollard e cols., 1973; Zalewsky e Gulati,
1081, 1984; Mackinnon e cois., 1984 ab, 1987, Bain e cols., 1988a; 1988Db;
Mackinnon e cals., 1992). Contudo, a administragdo dessas drogas
imunossupressoras em seres humanos que tenham recebido EHN ainda é
controversa. Os efeitos colaterais dessas substancias, toleraveis nos transplantes
de orgdos vitais como rim, coragdo ou figado, n&o sdo aceitaveis na
imunoprotecdo dos EHN, considerando que essés efeitos podem vir a ser mais
adversos que a propria lesdo do nervo. Além disso, diversos autores observaram
que EHN transplantados em ratos submetidos a iMUNOSSUPressao  com
Ciclosporina A por longo periodo {9-20 semanas) sofreram uma répida e total
rejeicéo uma vez cessada a administragéo da droga (Zalewski e Gulati 1981; Yu e
cols., 1989; Ansselin e cols., 1990; Ansselin e cols., 1992). Em particutar, Ansselin
e cols, (1992) observaram uma significativa diminuicdo da amplitude do
eletromiograma em ratos controle {n&o operados) que receberam doses diarias de
Ciclosporina A (5mg/kg e 10mg/kg) durante 20 semanas.

Com o objetivo de diminuir a antigenicidade dos EHN, diversos autores
submeteram os nervos a diferentes tipos de fratamentos prévios, tais como:
predenervacdo, congelamento, resfriamento, iradiagéo ou liofilizagéo (Campbell e
cols.. 1963; Marmor, 1963; Das Gupta, 1967; Pollard e Fitzpatric, 1973; Singh,
1976; Singh e cols.,1977; Pollard e McLeod, 1981; Zalewski e Gulati, 1982; Ide,
1983; Ide e cols., 1983; Mackinonn e cols., 1984a,b; Gulati, 1988; Osawa e cols.,

1986, 1987; Hare e cols.,1993; Zalewski e cols., 1993).
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Empregando as técnicas de congelamento, associadas ou nao a
predenervacdo dos EHN, Ide (1983), Ide e cols. (1983), Gulati e Zalewski (1985),
Osawa e cols. (1986, 1987) e Tohyama e cols. (1990} mostraram que 0 processo
de rejeicdo dos EHN promove a eliminagé&o da mielina, dos axonios e das células
de Schwann, porém, preserva os tubos de membrana basal destas uUltimas.
Contudo, & medida que 0s axdnios, acompanhados pelas células de Schwann do
receptor, crescem no interior do nervo transplantado, os tubos antigos de
membrana basal vao se fragmentando. Observagdes sistematicas de enxertos de
nervo ciatico em camundongos, ratos e coelthos, ¢ de nervo ulnar em macacoe,
realizadas ao microscopio eletrénico, confirmaram a importancia dos tubos de
membrana basal para a orientac&o e crescimento dos axbnios em regeneragéo,
tanto no interior dos EAN, quanto no interior dos EHN (Ide e cols., 1990).

Contudo, diversos autores tém mostrado que a regeneragéo axonal através
dos EAN onde os elementos celulares foram eliminados € inferior a observada
nos enxertos frescos. De fato, uma grande quantidade de dados demonstram que
os componentes celulares do nervo, especialmente as celulas de Schwann,
produzem varias moléculas neurotréficas responsaveis pela sobrevivencia dos
neurdnios e pelo crescimento axonal (Fawcett e Keynes, 1990; Hurst e
Badalamente, 1991; Perry e Brown, 1992, Hammarberg e cols, 1996; Arce e cols,
1998). Por outro Jado, conforme mencionamos, no caso dos EHN, os elementos
celulares tém um importante papel no desencadeamento da rejeigdo do enxerto
pelo sistema imunoldgico do receptor.

Dessa .for.ma, um passo importante seria o desenvolvimento de um método
que possibilitasse o emprego dos EHN, ochde as células de Schwann fossem

preservadas, ao mesmo tempo que sua antigenicidade, bem como dos outros
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elem.entos celulares, fosse eliminada ou restringida ao maximo. Neste Ultimo
caso, embora a imunossupressao sistémica ainda fosse necessaria, ela poderia,
entao, ser reduzida a niveis aceitaveis.

Sio realmente escassos na literatura trabathos experimentais voltados ao
estudo da viabilidade dos EAN e EHN conservados em meios que preservam 0s
elementoé celuiares e que, de alguma maneira, reduzam seu potencial antigénico
(Mackinnon e cols., 1984 a,b; Ruwe e Trumble, 1990; Jensen e cols., 1990; Hare
e cols., 1993; Zalewski e cols., 1993). Consequentemente, pouco se sabe a
respeito da acéo preservadora exercida sobre 0s nervos pelos diferentes agentes
até agora empregados.

Zalewski e cols. (1993) avaliaram a vialibidade do emprego de EAN e EHN
congelados sob a agdo crioprotetora de wuma mistura de dimetil
sulfoxida/fformamida por 5 semanas. A seguir, os enxertos foram transplantados
em ratos normais ou imunossuprimidos com doses diarias de Ciclosporina A
(5mg/kg) durante 5 semanas apds o transplante. Os resultados de Zalewski e
cols. (1993) mostraram que os elementos celutares do nervo pbdem ser
criopreservados e que, assim como os EAN, os EHN sobrevivem apos o
transplante nos animais imunossuprimidos. Entretanto, nos animais normais (n&o
imunossuprimidos) e em todos os animais nos quais foi suspenso o tratamento
com Ciclosporina A. os EHN sofreram acentuado grau de rejei¢go. O exame ultra-
estrutural dos EHN rejeitados revelou a eliminagdo da camada de células
perineurais e das células de Schwann. Inimeras célutas mononucleadas, que
ocupavam o ésbago endoneural, haviam penetrado também no interior dos tubos
de membrana basal. E interessante notar a permanéncia dos tubos de membrana

basal também neste caso, 0 que parece confirmar os achados de outros varios



autores j& mencionados (Ide, 1983, Ide e cols., 1983; Gulati ¢ Zalewski, 1985,
Osawa ¢ cols., 1986, 1987; Tohyama e cols., 1990; Ide e cols., 1990).

Por sua vez, Hare e cols. (1993) analisaram a migrag&o de linfocitos para o |
interior de EHN frescos ou pré-tratados transplantados subcutaneamente em
ovelhas, O pré-tratamento dos EHN foi realizado por congelamento ou por
resfriamento a 5°C. Estes Ultimos foram mantidos em solug@o conservadora
Wisconsin/Belzer por periodos de 6 horas a 3 semanas. A analise da migragao de
linfécitos do hospedeiro, previamente marcados com indio'!!, realizada 7 dias
ap6s o implante, mostrou gque ambos 0s tratamenfos inibiram significativamente a
migragdo de linfécitos para o interior dos EHN, guando comparados com oS
nervos frescos. Foram particularmente interessantes os resultados obtidos por
esses autores com o resfriamento e conservagdo nos nervos na solugéo
Wisconsin/Belzer. De fato, a inibigdo da imigragao de linfocitos para o interior dos
EHN foi realmente muito acentuada quando os mesmos foram mantidos na
solugdio conservadora de Wisconsin/Belzer pelo periodo de 1 a 3 semanas.
Entretanto, a conservag¢éo dos EHN por pericdos curtos, de 6 a 24 horas,
produziu, paradoxalmente, um aumento da migragao de linfocitos. Considerando
o observado em transplantes renais, nos quais curtos periodos de isquemia do
6rgao podem levar a um aumento da express&o dos MHC classe Il no endotélio
vascular, os autores atribuiram a maior migragéo de linfocitos a ocorréncia de um
fendmeno analogo nos EHN. Por outro lado, tempos longos de conservagéo a frio
poderiam estar provocando uma depie¢do efou inibicdo de celulas endoteliais,
bem como dé o'utras células apresentadoras de antigeno, determinando, assim, a

reducéo da migrac¢éo dos linfocitos.
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Evans e cols. (1995) avaliaram o potencial da técnica de conservagéo de
enxertos de nervos em solugdo Wisconsin/Belzer, empregando o modelo de
transplante de nervo cidtico entre ratos de linhagem isogénica. Esse autores
estudaram o efeito de diferentes temperaturas de conservacgéo (5, 22 e 37°C)
sobre a potencialidade dos mesmos em sustentar a regeneragao do nervo. Apos
14 meses do transplante verificaram que 0s par@metros histologicos,
eletrofisiolégicos e funcionais computados nos animais que receberam enxertos
conservados a 5°C por até tres semanas foram equivalentes aos observados nos
animais que receberam transplantes de nervos frescos.

Realmente, a técnica de conservacdo de nervos para transplante parece
ser promissora. Neste sentido, consideramos importante aprofundar nosso
conhecimento sobre a eficacia de diferentes tipos de solugdes conservadoras,
bem como, sobre o tempo maximo de conservagdo dos enxertos sem gue haja
comprometimento da sua viabilidade. Tais dados, associados ao estudo do(s)
mecanismo(s) que inibem a resposta imunologica do receptor aos enxertos
homéloges de nervos mantidos em tais solugdes, poderéc viabilizar o

desenvoivimento e impiantagéo de um banco de nervos.
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2. OBJETIVOS



No sentido de fornecer dados sobre a viabilidade de enxertos de nervos
mantidos em solugdes conservadoras, propbe-se estudar as caracteristicas
morfoldgicas e quantitativas da regeneragdo axonal em enxertos autdlogos de

nervos mantidos em dois tipos diferentes de soiugdes conservadoras.



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. ANIMAIS

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre 350 e
450 gramas, com idade entre 14 e 18 semanas, fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da UNICAMP. Os animais foram divididos em dez subgrupos de acordo
com a tabela abaixo. Em 15 desses animais o nervo tibial esquerdo foi removido e
conservado por 24 ou 72 horas em uma das seguintes solugbes: solugdo da
Universidade de Wisconsin/Belzer ou solugdo de Collins. Apés o periodo de
conservagao, os nervos foram transplantados para o mesmo animat no lado direito,
segundo os procedimentos cirtirgicos descritos a seguir. Em outro grupo de 5
animais ¢ nervo tibial esquerdo foi retirado e imediatamente transplantado para o
lado direito. Ainda, em outro grupo de 16 animais, os nervos tibial direitc e
esquerdo foram removidos e conservados em solugdo da Universidade de
Wisconsin/Belzer e solugéo de Collins por 24 ou 72 horas. Apés este periodo esses
nervos foram processados histologicamente. Finalmente, em um grupo de 4

animais o nervo tibial esquerdo foi retirado e a seguir processado histologicamente.

NERVOS TRANSPLANTADOS

numero de solugdo tempo de
Grupa animais conservadora conservagio
SW1-T 4 UW /BELZER 24 Horas
SW3-T 4 UW /BELZER 72 Horas
SC1-T 4 COLLINS 24 Horas
SC3-T 3 COLLINS 72 Horas
NE-T 5 - -
NERVOS NAO
TRANSPLANTADO3
nuamero de solugao tempo de
Grupo animais conservadora conservacao
SW1-8 4 UW/BELZER 24 Horas
SW3-S 4 UwW/BELZER 72 Horas
SC1i-8 4 COLLINS 24 Horas
5C3-8 4 COLLINS 72 Horas
NN-3 4 - -
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3.2. SOLUGOES CONSERVADORAS

3.2.1. Solugao de Wisconsin/Belzer
A solucdo de Wisconsin/Belzer (Du Pont Pharma, Netherlands) foi
fornecida pelo Laboratorio do Prof. Dr. José Francisco Figueiredo, do Nucleo de

Medicina e Cirurgia Experimental e apresentava a seguinte composicao:

KH2PO4 25 mM

MgSo4 5 mM
Lactobionato de K+ 100 mM
Adenosina 5mM
Glutationa Total 3 mM
Rafinose 30 mM
Alopurinol 1 mM
Hidroxi-etii-amato 50 g/

pH 7.4
Osmolaridade 320 mOsmol/L

3.2.2. Solugdo de Collins
A solucdo de Collins foi adquirida dos Laboratorios B.Braun S/A (Séo

Gongalo, RJ, Brasil) e tinha a seguinte composicao:

KClI 15 mM
NaHCO3 10 mM
MgSO4 28 mM
KH2P0O4 15 mM
KZHPO4 42 mM
Glicose 139 mM
pH 7,0

Osmolaridade 317 mQsmol/L
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3.2.3. Preparo dos meios de conservagio

A partir de frascos inviolados, contendo um litro das solucdes
conservadoras, foram retiradas aliquotas de 10 ml as quais, a seguir, foram
armazenadas a -20°C em frascos estéreis até o momento do uso. Previamente a
retirada do enxerto de nervo, as aliquotas foram descongeladas e adicionados as
mesmas os antibidticos Benzilpenicilina Potéssica (10.000.000 U, Laboratdrios
Wyeth Ltda., SP, Brasil) e Sulfato de Estreptomicina (1,0 grama, [.aboratdrios

Wyeth Ltda., SP, Brasil).

3.3. PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Previamente aos procedimentos cirdrgicos, os animais foram submetidos &
anestesia profunda através da administragdgo de uma dose de Pentobarbital
Sédico  (50mg/kg de peso corporal;, Hypnol, Laboratérios Cristalia)

intraperitocnealmente.

3.3.1. Retirada e conservagao do enxerto

Apos anestesia, foi feita a tricotomia da face posterior da coxa esquerda na
regido correspondente ao nervo cidtico e a seguir depositados em decubito
ventral sobre uma mesa cirtrgica especialmente construida para cirurgia em
pequenos animais. Apds uma inciséo de 5cm na pele, em diregdo aoc maior eixo
da coxa, foram afastados os musculos da regido, exposto o nervo ciatico e suas
respectivas c!iivi‘s(jes, desde o tend&o do musculo obturador até a fossa poplitea. A
seguir, sob microscopio cirdrgico {DF Vasconcelos, mod. MC-M9), com aumento

de 10 e 16 vezes, foi feita a neurolise e ressecados 2,0 cm do nervo tibial.
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Durante o ato cirirgico o campo operatério foi umedecido com solugéo fisioldgica
estéril. O segmento de nervo tibial ressecado foi imediatamente depositado no
frasco contendo a solucdo conservadora respectiva, que foi, a seguir,
armazenada a 4oC por um periodo de 24 ou 72 horas.

Ao final desse procedimento, a ferida cirtrgica foi fechada, restabelecendo-
se o plano muscular e aproximando-se a pele com pontos simples de Mononylon
4-0 (Fthicon). A seguir, os animais foram identificados e transferidos para o
biotério e mantidos sob temperatura e umidade controladas, num ciclo de 12
horas de claro-escuro, recebendo ragéo e agua ad libitum.

Nos animais, dos quais foi retrado o nervo tibial para avaliagao
morfolgica, apds os periodos de conservagdo de 24 e 72 horas ou nao, sem
posterior transplante, os procedimentos cirurgicos foram semelhantes. Sendo que,
de cada animal foram retirados o nervos tibial direito e esquerdo. Estes foram
armazenados nas solugbes conservadoras correspondentes ou imediatamente

processados para o estudo morfologico. Apds esse procedimento 0s animais

foram sacrificados por inalagac de éter sulfurico.

3.3.2. Transplante dos enxertos mantidos nas solugdes conservadoras

Apos o periodo de conservaggo dos enxertos por 24 ou 72 horas, 0s
animais foram novamente anestesiados e submetidos aos procedimentos de
tricotomia e exposigac do nervo ciatico e seus ramos na coxa direita, conforme ja
descrito. A seguir, sob microscopio cirtrgico, foi retirado um segmento de 1,0 cm
do nervo tibial € iniciado o fransplante do enxerto respectivo.

O enxerto foi retirado da solugd&o conservadora e regularizadas as suas

extremidades, reduzindo-se seu comprimento para 1,3 cm. A seguir os cotos
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proximat e distal do nervo receptor foram também regularizados e, depois
procedida a neurorrafia com 3 pontos de Mononylon 10-0. Ao final, a ferida
cirtrgica foi fechada restabelecendoc-se o plano muscular e aproximando-se &
pele com pontos simples de Mononylon 4-0 {Ethicon). Os animais foram
transferidos para o biotério ¢ mantidos sob temperatura e umidade controladas,
num ciclo de 12 horas de claro-escuro, recebendo ragfo e agua ad libitum, por um

perioda de 50 dias.

3.3.3. Transplante dos enxertos frescos

Apds a anestesia, foi feita a tricotomia da face posterior da coxa esquerda
na regido correspondente ac nervo ciatico e, a seguir, o animal foi posicionado em
decubito ventral. Apds uma inciséo de 5 cm na pele, na diregao do maior eixo da
coxa foram afastados os musculos da regido, exposto o nerve ciatico e suas
respectivas divisdes, desde o tendao do musculo obturador até a fossa poplitea. A
seguir, sob microscopio cirurgico com aumento de 10 e 16 vezes, foi feita a
neurolise e ressecados 2 cm de segmento do nervo tibial. A seguir feita nova
incisdo na coxa direita e, sob microscopio cirlrgico, foi isolado o nervo tbial e
reti.rado 1 cm do mesmo ¢ iniciado o transplante do enxerto respectivo. O enxerto
foi reguiarizado em suas extremidades para 1,3 cm de comprimento, 0 mesmo fai
feito nos cotos distal e proximal do nervo receptor e procedida a neuromrafia com 3
pontos de Mononylon 10-0.

Foi fechada a ferida cirlirgica reestabelecendo-se o plano muscular e

aproximando a pele com pontos simples de Mononylon 4-0.
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Os animais foram transferidos para o biotério e mantidos sob temperatura e
umidade controladas, num ciclo de 12 horas de claro-escuro, recebendo ragéo e

agua ad libitum, por um periodo de 50 dias.

3.4. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS NERVOS

Apos 50 dias, os animais foram anestesiados com Pentobarbital e
submetidos & fixacdo e retirada do nervo tibial contendo o segmento
transplantado. A fixag&o foi realizada "in situ", por um periodo de 20 minutos, com
uma sofugao composta por glutaraldeido (2%) e paraformaldeido {1%) em tampao
fosfato (pH 7,38). Apds a fixagéo do nervo tibial e do respectivo enxerto, estes
foram imersos na mesma solugao fixadora por 24 horas e mantidos a temperatura
de 4 graus centigrados. A seguir, foram pés-fixados por um periodo de 2 horas
em uma solugdo de tetroxido de dsmio a 1%, diluido em tamp&o fosfato de sddio
(pH 7,38).

Ao final da poés-fixagao, os nervos foram lavados em &agua destilada e
corados com acetato de uranila a 0,5%, em solugdo aguosa de sacarose, por um
periodo de 12 horas. A seguir, foram desidratados em serie crescente de acetona
e incluidos em resina (Araldite F,CY-205, Uegama).

Apods a polimerizacéo da resina, os blocos correspondentes ao nervo tibial
foram levados ao ultramicrétomo (LKB, Bromma 8800), equipade com navalha de
vidro, para confecgéo dos cortes transversais semifinos com 0,5um de espessura
e corados em uma solugdo aquosa de azul de toluidina (0,5 %) para analise ao
microscopio .c'}p.tico. Todos os cortes foram obtidos a partir da porgac média do

enxerto.
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3.5. ANALISE QUANTITATIVA

Para a avaliagio quantitativa dos axdnios regenerados, em cada corte
transversal, de cada um dos enxertos, foram amostrados 5 campos distintos de
9675 um? conforme esquema abaixo. Cada campo foi fotografado ao microscépio
optico com objetiva de imersdo e os negativos copiados em papel (Kodak, F4),
obtendo-se um aumento final de 1625 vezes. O mesmo procedimento foi
empregado para a avaliagdo do numero de axdnios no nervo normal.

Em cada campo foi contade o ndimero total de axdnios mielinicos, com
auxilio de um contador eletronico construido para essa finalidade. Para o calculo
da densidade axonal foi considerado o nimero de axdnios mielinicos distribuidos
em 10000 um? do corte.

Esquema mostrando a localizagdo dos campos amostrados
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados quantitativos foi realizada pela analise da
variancia (ANOVA) dos valores registrados de cada parametro seguida do teste
"t de Student-Newman-Keuls, assumindo-se um nivel de significancia igual a

0,05.

t

35



4. RESULTADOS



4.1. ASPECTOS MACROSCOPICOS DOS ENXERTOS

4.1.1. ANTES DO TRANSPLANTE

Ao serem retirados dos meios de conservacdo, solugdo de
Wisconsin/Belzer ou solucgo de Collins, 0s enxertos apresentavam um aspecto
edemaciado, sem contudo perder seu perfil anatdmico. Apresentavam uma
coloracdo esbranguigada e ligeiramente mais rigidos que os enxertos frescos.
Em todas as condicdes experimentais, os enxertos foram mais dificeis de
serem manipulados durante a rafia. O epineuro era menos consistente que nos
nervos frescos e, mesmo apos a trimagem das suas extremidades, era mais
dificil sua perfeita coaptagéo os cotos proximal e distal, respectivamente. Estas
caracteristicas dos enxertos foram semelhantes apés 24 ou 72 horas de

conservacgao (Figs. 1A, 1B).

4.1.2. APOS 50 DIAS DO TRANSPLANTE

Ap6s periodo de 50 dias, os enxertos apresentavam aspecto semelhante
em todas as situacghes experimentais, nao havendo evidéncia de necrose em
nenhum dos casos estudados. A coloracdo dos mesmos era normal e a
ocorréncia de fibrose nas regides da rafia foi observada igualmente em todas
as situagbes experimentais. Em todos os casos ocorreu a formac&o de uma
nova e abundante rede vascular, passivel de ser observada na superficie dos
enxertos. Assim, nao foram constatadas diferengas significativas do aspecto
macroscopico entre os enxertos pré-tratados por 24 ou 72 horas com as
solugdes empregadas, bem como entre estes e os enxertos de nervos frescos

(Figs. 2A, 2B).



Figura 1.
As figura 1A e 1B mostram segmentos de nerve tibial mantidos por 72 horas

em soluc&o conservadora de Wisconsin/Belzer e solugdo de Collins,
respectivamente. Note o perfil anatdmico normal des mesmos.
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Figura 2.

A figura 2A mostra a regi@o de um enxerto de nervo tibial apds 50 dias de
cirurgia. O enxerto foi previamente mantido em soclugéo de Wisconsin / Belzer
por 72 horas. A figura 2B mostra a regido de um enxerto fresco de nervo tibial
apos 50 dias de cirurgia. Note em ambos 0s cascs a presenga de uma rede
vascular bem desenvoivida na superficie do enxerto (setas retas) e de fibrose
nas regides de sutura (setas curvas). Barras=1,0 cm
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4.2. ANALISE HISTOLOGICA DOS ENXERTOS APOS SUA
CONSERVACAO NA SOLUGAO DE WISCONSIN/BELZER OU NA
SOLUCAO DE COLLINS POR 24 OU 72 HORAS

Os cortes transversais dos segmentos de nervos mantidos em solugéo
de Wisconsin\Belzer ou em solucdo de Collins apresentaram aspecto
semelhante apds 24 ou 72 horas. Em pequeno aumento (objetiva 10X),
apresentavam aspecto semelhante a um nervo normal, com tecidc perineural
pem definido e axdnios mielinices com morfologia regular, sem evidéncia de
processo degenerativo (Figs. 3A, 4A, 5A). Contudo, sob maior aumento
(objetiva 100X} foi possivel evidenciar um edemaciamento das fibras

mielinicas, especialmente da bainha de mielina (Figs. 3B, 4B).

O espago endoneural nos enxertos mantidos nas solugbes
conservadoras se encontrava reduzido e era mais dificll visualizar os
grupamentos de axonios amielinicos, os quais s30 bem evidentes no nervo
normal (FigS. 3B,4B,5B). Por outro lado, dentro os grupamentos de axdnios
amielinicos visiveis nos nervos tratades, podia-se observar © edemaciamento

daqueles de maicr calibre (Fig. 4B).



Figura 3 - A figura 3A mostra um corte transversal obtido na porgdo media de
um enxerto de nervo tibial apds 72 horas de conservagdo em solugdc de
Wisconsin/Belzer. Note a presenca do perineurc bem definido {seta curva) € 0s
axbnios mielinicos (setas retas) com aspecto semelhante ao do nervo normal
(vide figura 5). Barra=100 um.

A figura 3B mostra um detalhe do corte transversal da figura 3A . Observe o
aspecto edemaciado das fibras mielinicas e o reduzido espagco endoneural.
Barrg=10 um.

Coloragdo: Azul de toluidina
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Figura 4 - A figura 4A mostra um corte transversal obtido na por¢éo média de
um enxerto de nervo tibial apds 72 horas de conservagdo em solugdo de
Collins. Note a presenca do perineurc bem definido (seta curva) e os axdnios
mielinicos (setas retas) com aspecto semelhante ao do nervo normal (vide
figura 5). Barra=100 um.

A figura 4B mostra um detalhe do corte transversal da figura 3A . Observe o
aspecto edemaciado das fibras mielinicas (setas retas) de axonios amielinicos
de grande calibre {seta curva). Barra=10 um.

Colorag@o: Azul de toluidina






Figura 5 - A figura 5A mosira um corte transversal de um nervo tibial normal
obtido em regiac similar a dos enxertos estudados (p=perimeuro). Barra=100 um.

A figura 5B mosira detalhe do corte transversal da figura 5A. Note a presenga
de grupamentos de fibras amielinicas (setas). Barra=10 um.

Coloracac: Azul de toluidina
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4.3. ANALISE HISTOLOGICA DOS ENXERTOS MANTIDOS NA SOLUGAO
DE WISCONSIN/BELZER OU NA SOLUGAO DE COLLINS E DE ENXERTOS

FRESCOS APOS 50 DIAS DE TRANSPLANTE

4.3.1. ENXERTOS MANTIDOS NA SOLUCAO DE WISCONSIN/BELZER POR
24 0U 72 HORAS

Apds 50 dias de transplante, os cortes transversais dos enxertos
previamente mantidos em solugdo de Wisconsin/Belzer por 24 ou 72 horas
apresentavam aspecto tipico de nervo em regeneragéo. O epineuro mostrava-
se espessado com varias camadas de células pouco compactadas ao redor de
fasciculo nervoso. Entremeados no tecido epineural apareciam também
pequenos vasos sangliineos (Fig. 7A). O perineuro, por sua vez apresentava-
se como um revestimento fino e homogéneo (Fig. 6A,7A).

A populacgéo de axbnios mielinicos regenerados no interior do enxerto
era heterogénea quanto as suas dimensbes, mas apresentavam aspecto
normal, com a bainha de mielina bem definida (Figs. 6B, 7B). Estes axonios se
encontravam, na sua maioria, agrupados formando minifasciculos, onde
predominavam aqueles de pequenc calibre acompanhados por axtnios de
médio e grande calibre localizados mais perifericamente (Figs. 6B, 7B). Tais
minifasciculos apresentavam-se delimitados por processos de celulas com
aspecto de fibroblastos (Figs. 6B, 7B). Com frequéncia, axdnios de maior
calibre encontravam-se distribuidos isoladamente pelo enxerto, sendc possivel
observar no seu interior mitocdndrias (Figs. 6B, 7B). Distribuides no espaco
endoneural podiam-se observar também fibroblastes. De fato, foi possivel

visualizar também resios de mielina e axdnios em diferentes fases de
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degeneracéo (Figs. 6B, 7B). Notavam-se também aiguns vasos sanguineos de

diferentes calibres distribuidos no endoneuro {Figs. 6B, 7B).

4.32. ENXERTOS MANTIDOS NA SOLUCAO DE COLLINS POR 24 OU 72

HORAS

Apés 50 dias de transplante, os enxertos previamente mantidos em
solucdo de Collins por 24 ou 72 horas apresentavam nos cortes da sua porgao
média aspecto tipico de nervo em regeneragdo, & semelhanga daqueles
mantidos em solucdo de Wisconsin/Belzer (Fig. 8A). Contudo, pbde-se
observar que os minifasciculos eram menores e continham importante nimero
de axdnios amielinicos associados a eles (Fig. 8B). Ac nivel de microscopia de
luz, como foram examinados, n&o foi possivel observar uma definicdo muito
clara do contorno dos axbnios amielinicos, contudo 08 de maior cabbre eram
evidentes (Fig. 8B). Além disso, foi possivel verificar um grande numero de
axobnios mielinicos de menor calibre relacionados a célula de Schwann que
organizava a bainha de mielina a seu redor (Fig. 8B). Outro aspecto
caracteristico dos enxertos mantidos em sclug&o de Collins foi a presenca de
um significativo nimero de residuos de mielina e de axbnios em degeneracao
(Fig. 8B). Esse aspecto contrastava com o observado nos enxertos mantidos
em solugdo de Wisconsin/Belzer. Além disso, eram mais frequentes as células
com aspecto semelhante a macrofagos e de fibrobalstos distribuidos no

endoneuro (Figs. 8B, 8B).
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O epineurc mostrava-se espessado em varias camadas e estavam
presentes pequencs vasos sangiineos (Figs. 8A, 9A). QO perineuro apresenta-
se de aspecto fino em todo o fasciculo delimitando bem o endoneuro (Figs. 8A,

9A).

4.3.3. ENXERTO FRESCO

Ap6s 50 dias de transplante, os enxertos de nervos frescos
mostravam na sua porcéo média também o aspecto proprio de um nervo em
regeneracdo. Nos cortes transversais desta regi&o observou-se a presenga do
epineuro como um revestimento conjuntivo bem espessado ao redor de todo o
fasciculo nervoso. Estavam presentes no seu interior vasos sanglineos
pequenos (Fig. 10A).

Os axdnios mielinicos apresentavam-se distribuidos de maneira
uniforme pelo endoneuro (Fig. 10A, 10B). A sua organizagdo em minifasciculos
era menos evidente que nas demais situagdes experimentais, parecendo haver
uma predominancia dos axdnios de calibre médio (Fig. 10B). Podiam-se
visualizar também peguenos grupamentos de axdnios amielinicos e axbnios de
pequeno calibre em inicio de mielinizagdo (Fig. 10B). Também estavam
presentes residuos de mielina e axdnios em degeneragéo (Fig. 10B). Eram
muitc evidentes, ainda, os capilares sanglineos distribuidos em grande

nuimero no espago endoneural (Fig. 10A, 10B).



Figura 6 - A figura 6A mostra um corte transversal obtido na percéc média de
um enxerio de nervo tibial apés 50 dias de fransplante. Previamente ao
transplante, este enxerto foi mantido em solugdo Wisconsin/Belzer por 24
horas. Observe a presenga de perineuro fino € homogéneo (seta). Barra=100 um.

A figura 6B mostra detalhe do corte transversal da figura 6A. Observe a
presenca de axonics mielinicos agrupados em minifasciculos delimitados por
células semelhantes a fibroblastos (setas curvas) e vaso sangliineos (seta
reta). Barra=10 pum.

Coloracao: Azul de toluidina






Figura 7 - A figura 7A mostra um corte transversal obtido na porgéo média de
um enxerto de nervo tibial apds 50 dias de transplante. Previamente ao
transplante, este enxerto foi mantido em solucds Wisconsin/Belzer por 72
horas. Note a presenca de pequenos vasos sangilineos no epineuro (setas
retas) e do perineuro bem definide (seta curva). Barra=100 um.

A figura 7B mostra detalhe do corte fransversal da figura 7A. Note os axdnios
mielinicos de diferentes dimensdes organizados em minifasciculos (setas
curvas) e a presenga de mitocbndrias no axoplasma daqueles de maior calibre
(setas retas). Barra=10 um.

Coleoragao: Azul de toluidina
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Figura 8 - A figura 8A mostra um corte transversal cbtido na pergéo média de
um enxertc de nervo tibial apdés 50 dias de transplante. Previamente ao
transplante, este enxerto foi mantido em solucado de Collins por 24 horas. Note
o perineuro bem delineado (seta curva) e a presenga de vasos sanglineos no
endoneuro (setas retas). Barra =100 um.

A figura 8B mostra detalhe do certe transversal da figura 8A. Note a presenca
de minifasciculos pegquenos contendo grupamentos de axdnios amielinicos,
sendo particularmente evidentes os de maior calibre (cabega de seta). Note
também a presenca de axdnios mielinicos pequenos associados a células de
Schwann (setas retas pequenas) e residuos de mielina (setas retas grandes).
Barra=10 um. Coloracéo: Azul de toluiding






Figura 9 - A figura 9A mostra um corte transversal obtide na porgéo média de
um enxerto de nervo tibial apds 50 dias de transplante. Previamente ac
transplante, este enxerto foi mantide em solugdo de Collins por 72 horas. Note
a presenca de um perineurc bem definide (seta reta). Barra=100 pm

A figura SB mostra detalhe do corte transversal da figura SA. Note a presenca
de minifasciculos (setas curvas). Note também a presenga de axbnios
mielinicos pequenos associados a células de Schwann (setas retas pequenas)
e de residuos de mielina (setas retas grandes). Barra=10 pm.

Coloracao: Azul de toluidina
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Figura 10 - A figura 10A mostra um corte transversal obtido na porgdo meédia
de um enxerto fresco de nervo tibial apés 50 dias de transplante. Observe a
distrubui¢do uniforme dos axénios mielinicos e a presenca de um importante
numero de vasos sanguineos (cabecas de seta). Barra=100 um.

A figura 10B mostra detalhe do corte transversal da figura 10A. Observe a
predominéncia de axonios de médio calibre e axdnios peguencs em inicioc de
mielinizagdo. Observe também a presenca de residucs de mielina (setas
curvas) e capilar (seta reta}. Barra=10 um.

Coloragéo: Azul de toluidina

o






4.4. ANALISE QUANTITATIVA

A tabela e o grafico abaixo mostram os valores obtidos na contagem dos
axdnios mielinicos regenerados através dos enxertos mantidos em solugdes
conservadoras e de enxertos frescos. Os axbnios foram contados na porgao
média dos enxertos, de acordo com o referido em "Material e Métodos™”, e
calculada a densidade dos mesmos (nimerc de axonios 110%m?).

Os resultados mostram que a densidade de axdnios mielinicos
regenerados através de enxertos mantidos em solugdo Wisconsin/Belzer, guer
durante 24 ou 72 horas, foi significativamente superior aquela observada nos
enxertos mantidos em solucio de Collins pelos mesmos periodos. Além disso,
nossos resuliados mostraram que a densidade axonal nos enxertos mantidos
em conservacdc nas solugdo Wisconsin/Belzer foi semelhante aquela
cbservada nos enxertos frescos.

A comparacao das densidades dos axdnios mielinicos observadas nos
enxertos mantidos por 24 ou 72 horas em solugéo Wisconsin/Belzer mostrou
ndo haver diferenca significativa entre estes dois pericdos de conservagéo. O
mesmo foi observade quande comparadas as densidades axonais nos enxertos
mantidos por 24 ou 72 horas em solugdo de Collins.

A densidade dos axdnios mielinicos observada nos nerves normais

mostrou-se menor que nos enxertos regenerados, conforme esperado.



DENSIDADE DE AXONIOS MIELINICOS OBSERVADA NOS CORTES
TRANSVERSAIS DA REGIAO MEDIA DOS ENXERTOS MANTIDOS POR 24 OU 72
HORAS EM SOLUCOES CONSERVADORAS DE WISCONSIN / BELZER QU
COLLINS E NOS EXERTOS FRESCOS E NERVOS NORMAIS

Tratamento Wisconsin Coliins Fresco Normal
Periodo 24 h 72h 24 h 72h
Animal
#1 439 480 333 361 409 178
#2 413 365 347 270 437 176
#3 4186 386 298 " 350 369 158
#4 462 489 396 - 430 203
# e e e e 389
Média + ep 433+12° 430+32°  344:20° 327+29° 407+13° 179+10°

A tabela mostra as médias (+erro padrio) da densidade axonal (nimero de
axdnios mielinicos/10%m?) encontradas nos cortes da porcdo média do
enxertos previamente mantidos em solugéo de Wisconsin ou sclugéo de Collins
e nos enxertos frescos 50 dias apds o fransplante. A Gitima coluna da esquerda
corresponde a densidade de axdnios mielinicos encontrada nos nervos tibiais
normais obtida na regido correspondente a dos enxertos conservados e
enxertos frescos. As médias assinaladas com letras iguais ndc diferem dentro
do nivel de significancia de 0,05 adotado no teste "t" de Student-Newman
Keuls.
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O grafico representa a densidade de axénios mielinicos (+ erro padrio)
computada em uma area de 10* ym? de cada corte transversal de enxertos de
nervos tibiais mantidos em solucdes conservadoras, de enxertos frescos e de
nervos normais. Conforme mostrado na tabela anterior a densidade de axénios
mielinicos foi menor nos enxertos mantidos em solugdo conservadora de
Collins, quando comparada a dos enxertos mantidos em solucdo de
Wisconsin/Belzer e a dos enxertos frescos. A densidade densidade de axénios
mielinicos foi menor nos nervos normais quando comparada com a das
situagoes experimentais estudadas. (* p<0,05)



5. DISCUSSAO



No reparo cirirgico de lesbes de nervos periféricos com perda de
substancia, o emprego de enxertos autbdlogos ainda € o metodo de escolha.
Contudo, suas limitagdes nc que se refere, por exemplo, a obtencéo de enxertos
com dimensdes adequadas ao nervo a ser reparado e a necessaria denervagéo
de outra regido do corpo do paciente, tem levado muitos autores a buscar
diferentes solugdes para o problema (Mackinnon, 1996).

Neste sentido, a implementagdo de um banco de nervos parece ser uma
atraente alternativa acs enxertos autélogos. Uma das tarefas importantes para o
estabelecimento deste tipo de técnica consiste na determinag&o dos meios e
tempos adequados para a conservagdo do enxertos, além dos necessarios
estudos sobre a histocompatibilidade que deve se estabelecer entre o doador e o
receptor (Ansselin e cols.,, 1992; Evans e cols., 1994; Evans e cols, 1995,
Strasberg e cols., 1996).

Dentro do presente estudo, nocssos resultadeos mostraram que a
conservacae de segmentos de nervos tibiais de ratos em solugdo de
Wisconsin/Belzer e em solugdo de Collins a 4°C, por 24 ou 72 horas, mantém a
viabilidade dos mesmos. Essa vialibidade pbdde ser comprovada pela observacio
do desenvolvimento de um processo regenerativo axonal 50 dias apés o
transplante autdloge desses segmentos.

Nossos resultados mostraram também que o tempo de conservagdo, em
ambos os tipos de solugdo, ndo afetou a capacidade dos enxertos de darem
suporte a regeneragdo das fibras nervosas. A densidade axonal (numero de
axdnios mielinicos/10* pm?), encontrada nos enxertos apds 24 ou 72 de
conservacdo, ndo mostrou diferengas significativas em cada uma da condigbes

experimentais.

06



Levi e cols. (1994), empregando técnicas de "in vitro", mostraram que a
viabilidade celular em explantes de nervos ciaticos de ralos mantidos em solucdes
conservadores de Wisconsin/Belzer por 12 horas, 3 dias, 1, 2 ou 3 semanas,
diminuia com o aumento do tempo de conservacao. Por outro lado, mostram que
as células de Schwann presentes nos explantes eram capazes de mielinizar
axdnios "in vitro”, mesmo apbs 3 semanas de conservacio na referida solugao.

Nossos experimentos confirmam tais observagdes “in vivo", pois o processo
de mielinizac&o ocorreu da mesma forma, quer nos enxerios mantidos nas
sojucdes conservadoras por 24 ou 72 horas, quer nos nervos frescos.

Nossos resultados também estdo de acorde com os achados de Evans e
cols. (1995), os quais analisaram a regeneracdc axonal atraves de enxertos
preservados em solucdo de Wisconsin/Belzer por © horas, 24 horas ou 3
semanas, mantidos a temperatura de 5°C.

Estes autores verificaram, 14 meses apos o isotransplante (transplante entre
animais isogénicos), gue ndo havia diferenga qualitativa e quantitativa da
regeneracao axonat entre os grupos, cujo o enxerto foi previamente mantido por 6
horas, 24 horas ou 3 semanas na solugdo de Wisconsin/Beizer. Evans e cols.
(1995) também nao observaram diferencas enire 0s grupos gue receberam 0s
enxertos tratados e o grupo que recebeu enxerto fresco.

Também nossos experimentos mostraram que a regeneracéo axonal através
dos enxertos mantidos em solugdo de Wisconsin/Belzer por 24 ou 72 horas foi
semelhante a observada nos enxertos frescos apds 50 dias do transplante,

Por outro lado, observamos que a regeneracio axonal através dos enxertos

mantidos em solugdo de Collins, por 24 ou 72 heras, estava significativamente



retardada em comparacio a verificada nos enxertos preservados em solugdo de
Wisconsin/Belzer ou aos enxertos frescos, apds 50 dias da cirurgia.

As fibras nervosas regeneradas a longo dos enxertos mantidocs em solugdo
de Collins organizavam-se em minifasciculos formados por axénios mielinicos de
pequeno calibre e por um importante numero de axdnios amielinicos. Dentre
estes Ultimos podiam-se observar alguns de maior calibre, cujo perfil era
distinguivel ao microscopio de luz convencicnal.

Por sua vez, nos enxertos preservados na solucdo de Wisconsin/Belzer
podiam-se observar axdnios mielinicos de grande calibre ja isolados no
endoneurc dos minifasciculos. Tambem, nac observamos axdnios amielinicos de
grande calibre no interior dos minifasciculos.

Além disso, apds 50 dias de transplante, eram mais abundantes os residuos
de mielina e axOnios em degeneracdc no interior dos enxertos previamente
mantidos em sclucao de Collins do que os observados nos enxertos mantidos na
solugac de Wisconsin/Belzer e nos enxertos frescos.

Com relagdo a estes resultados, devemos considerar que imediatamente
apds o transplante desenvolve-se nos enxertos o processo de degeneragio
Walleriana. E sabido que nesse processo tomam parte ativa os macréfagos e as
células de Schwann (Fawcet e Keynes, 1920; Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997). Os
macrofagos invadem o enxerto e, através da producéo de interieucinas, induzem
a multiplicacdo das células de Schwann (Fawcet e Keynes, 1990; Khan e Wigley,
1884; Ortiz-Hidalgo e Weller, 1897). Estas ultimas aumentam a producdo de
fatores indutores de neuritos e de fatores neurotréficos, que dar&o suporte ao
processo regenerativo axonal {(Longo e cols., 1883a,b, 1984; Heumann e cols,

1987; Fawcet e Keynes, 1990).
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O retardo da regeneracdo nervosa observado nos enxertos mantidos em
solucdo de Collins, em comparagio como o observado nos enxertos preservados
em solucéo de Wisconsin/Belzer e nos nervos frescos, poderia ser explicado pela
menor scbrevivéncia de células de Schwann no enxerto durante o periodo de
conservacgao naquela solugéo.

De fato, durante a degeneracdo Walleriana as célutas de Schwann, a
medida que se separam dos axbnios em degeneragdc no interior do enxerto,
entram em divis@o mitdtica e passam a formar as chamadas bandas de Bungner
(Ide, 1990; Ortiz-Hidalgo e Weller, 1897). Estas bandas s&o corddes celulares
organizadas no interior de tubos de membrana basal produzida pelas proprias
células de Schwann. A membrana basal, por sua vez, € constituida principalmente
por colagene IV e laminina, que € um potente fator indutor e estimulador do
crescimento de neuritos {Varon, 1985; Salonen e cols., 1987; Fawcet @ Keynes,
1990; Tona, 1893). E por esses tubos que crescem os axdnios em regeneracio.
Além disso, conforme ja mencionado, durante esse processo, as celulas de
Schwann passam a produzir grande quantidade de fatores neurotréfices, tais
como NGF, BDNF e outras neurotrofinas (Heumann e cols., 1887; Taniuchi e
cols., 1988, Funakoshi e cols., 1993).

Dessa forma, podemos inferir que a regeneracao axonal através dos enxertos
dependerd da disponibilidade de fatores indutores de neuritos e de fatores
neurotréficos produzidos pelas células de Schwann no interior dos enxertos.
Sendo mencr nimero de células de Schwann vidveis nos enxertos conservados
na solucdo de Colling no momento do transplante, a regeneracdo das fibras

nervosas tornou-se mais lenta ou menos intensa nestes enxertos.
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Outro dado importante que evidenciou uma lentificacdo do processo
regenerativo, e que poderia estar associado a atividade das células de Schwann,
foi a presenca de um maior numero de residuos de mielina nos enxertos mantidos
em solucéo de Collins em comparacéo aos demais tipos de enxerto, conforme ja
referimos.

A remocdo desses residuos parece ser efetuada colaborativamente entre as
células de Schwann e os macréfagos (Scheid e Friede, 1987, Reichert e cols.,
1994: Bruck e cols., 1995). Poder-se-ia supor entdo, que & morte de celulas de
Schwann, durante 0 processc de conservagdo, aumentaria ¢ tempo para a
remocdo da mielina e dos axénios em degeneracao. A favor dessa hipdtese esta
o fato, amplamente estudado, de que camundongos da linhagem C57BL/Ola
apresentam um retardo importante do processo regenerativo axonal associado ao
retardo da degeneracéo Walleriana nos nerves periféricos (Perry e cols., 1990;
Glass e cols., 1993; Brown e cols, 1984).

Por cutro lado, devemos considerar tambem que os macréfagos invadem o
enxerto a partir dos cotos proximal e distal, quer por migragéo pelo tecido do
enxerto, quer através dos novos vasos sanglinecs que se formam (Bruck e cols.,
1995). Embora nao tenhamos avaliado experimentalmente este ponto, é ptausivel
supor gue a invasac de macrofagos possa ter sido menos intensa nos enxertos
previamente conservados na solugdo de Colling, em fungao talvez de uma maior
dificuldade de neovascularizacac desse enxerio.

Dentro desse contexto fica claro gue o principal papel das solugbes
conservadoras na preservacdo de nervos esta em garantir a viabilidade celular,

principalmente das células de Schwann.



Assim, os componentes da solucéo de Collins, na sua maioria eletrdlitos,
parece ndo serem suficientes para assegurar otimamente tal viabilidade. Em
contraposicdo, a solucéo de Wisconsin/Belzer possui alguns elementos na sua
composicao que devem contribuir especialmente para a sobrevivéncia celular.

Dentre os componentes da solugdo de Wisconsin/Belzer devemos destacar
o alopurinol, que protege a célula contra a a¢do de radicais livres de oxigénio
durante a isquemia, através da inibicdo da xantina-oxidase (Toledo-Pereyra,
1977: Koyama, 1985; Southard e cols, 1987). O lactobionato de potassio, por sua
vez, também protege a céiula contra a acdo do radicais livres de oxigénio, fornece
potassio & célula e, juntamente com a rafinose, atua osmoticamente reduzindo o
edema tissular (Sumitomo e cols., 1992ab; Figueiredo, 1997). Estes
componentes deveml ter atuado sobre as células de Schwann e células epi e
perineurais do enxerto, contribundo para a sua sobrevivéncia.

QOutro importante componente da solugcdo de Wisconsin/Belzer para a
manutencao da viabilidade ceiular parece ser a glutationa. Este composto € usado
pela célula em muitas reagdes metabdlicas, Incluindo-se o metabolismo de
peroxido e hidrogénio e lipoperdxidos (Ametani e cals, 1880; Kerr-Conte, 1991;
Vreugdenhil e cols., 1992). Trabalhos tem demonstrade que este composto é
depletado na célula devido a isquemia durante procedimentos de conservacao a
frio (Ametani e cols, 1990; Kerr-Conte, 1991; Vreugdenhil e cols., 1992). Este fato
parece tornar a célula mais sensivel a acdo dos radicais livres de oxigénio e,
consequentemente, reduzindo sua viabilidade (Ametani e cols, 1990; Kerr-Conte,
1891; Vreugdenhil e cols., 1992). Assim, a presenga de glutationa na solugéo de
Wisconsin/Belzer pode ter sido uma das razbes da melhor regeneracdo axonal

observada com este tratamento.
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Quanto a adenosina, embora ndo esteja claro se este € um componente
essencial na composicao da solucao de Wisconsin/Belzer para conservacéo de
drgéos a curto prazo, ela € um importante fator para a estimulacéo da sintese de
ATP, 0 que certamente contribuiu para a viabilidade celular no enxerto nervoso
{(Belzer e cols., 1983; Ametani e cols, 15990, Figueiredo, 1997},

Por sua vez, a presenca do hidroxi-etil-amate parece contribuir para a
estabilizago da membrana celular durante a fase de hipotermia. Tem sido
demonstrade que as membranas lipidicas se convertem da forma gel ou de um
estado liquido cristalino a um tipo mais rigido de estrutura, guando submetidas a
temperaturas baixas. Este fato parece levar a um aumento da permeabilidade
com a perda de componentes osmoticos ativos da célula (Figueiredo, 1997).
Assim, o hidroxi-etif-amato, através de seu efeito coioidal, pode ter contribuido
também para reduzir este efeito da hipotermia sobre as células do enxerto.

Dentre os componentes idnicos comuns & solugdo de Wisconsin/Belzer e
solugdo de Collins, devemos destacar o magnésio. Este ion tem sido considerado
como um importante inibidor da Na-K ATPase e protetor de membrana celuiar
(Figueiredo, 1897). Assim, a presencga desie ion nestas solugbes pode ter
contribuido eficazmente também na preservacéc da viabilidade das célutas de
Schwann.

De fato as solucdes conservadeoras tem sido classificadas come de primeira,
segunda e terceira gerac&o. As de primeira e segunda geragdo sdo também
denominadas intracelulares, por terem baixa concentrag@o de sddio e alta
concentracdo de potassio, além de possuirem magnésio elevade. As solugdes de
terceira geragdo s&0 mais sofisticadas, mantendo o padrdo intracelular e

tamponante, também com magnésio, sdo acrescidas de substancias energéticas,
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coloidosméticas e de capturadores (“scavengers"”) de radicais livres de oxigénio
(Belzer e cols., 1992; Figueiredo, 1997).

A solucéo de Wisconsin/Belzer deve ser considerada de terceira geragéo, e
nosses resultados evidenciaram claramente sua maior eficacia na conservagao de
enxertos nervosos. Contudo, € ainda pequena a base tedrica para a prepara¢ic
de solugdes que otimizem a viabilidade celular nos diferentes enxertos tissulares
que se queira empregar. Em particular, no que se refere & criagéo de um banco
de nervos para transplante, esta base devera nascer de técnicas advindas de
estudos minuciosos das necessidades fisicldgicas e bioguimicas das celulas do
nerve periférico conservado em situagéo ex-vivo.

Trabalhos futuros deverdo ser desenvolvidos neste sentido para, assim,
melhor compreender o mecanismo da morte celular e retardar este acontecimento

final no nervo a ser transplantado.



6. CONCLUSOES



Os resultados deste trabalhc permitem concluir que:

1. A manutengdo de segmentos de nervos na solucdo conservadora de
Wisconsin/Belzer ou na solugdo conservadora de Collins por 24 ou 72 horas
preserva sua organizacdo estrutural macro e microscdpica apos esses periodos.

2. A solucdo conservadora de Wisconsin/Belzer foi mais eficaz que a solugéo
conservadora de Collins na manutencdo da viabilidade das células do nervo
envolvidas no processo regenerativo axonal, considerando-se as caracteristicas
morfolégicas e morfométricas dos enxertos nervosos 50 dias apos o transplante.

3. As células de Schwann, principais elementos celulares que d&o suporte a
regeneracdo das fibras nervosas, devem ter sido particularmente preservadas pela
acdo dos diversos componentes da solugdo conservadora de Wisconsin/Belzer,
considerando-se que a regeneragdo nos enxertos mantidos nestas solucdo foi
semelhante ac enxertos frescos.
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ABSTRACT

Traumatic lesions are very often on peripheral nervous system, and have
reserved prognostic when a loss important nerve segment occurs. However, the
knowledge about the cellular and the molecular events promoting the nerve
regeneration, besides the use of microsurgical techniques, gives a better
perceptive to improve the peripheral nerve repair nowadays. In this scenario,
several assays were done to develop a nerve bank that would be used for surgery
when a graft is necessary to repair a nerve gap. In this study we investigate the
morphological and quantitative aspects of the nerve regeneration across
autologous nerve grafts previously stored in two types of preserve solutions. Forty
Wistar male rats were used and 18 of them had the left and right tibial nerves
removed and stored during 24 or 72 hours in Wisconsin/Belzer solution or in
Collins solution {4°C). Following previous storage period those nerves are
processed for histology. Other 4 animals had the left and the right tibial nerve
removed and immediately processed for histology. A group of 15 animals had the
left tibial nerve removed and stored during 24 and 72 hours in Wisconsin/Belzer
solution or in Collins solution and subsequently transplanted in the right side.
Other 5 animal had the left tibial nerve removed and immediately transplanted to
the right side. After 50 days of the transplant, the animals were reoperated to
remove the nerve graft. It was exposed, dissected, fixed "in situ” using a fixative
solution (2% paraformaldehyde, 1% glutaraldehyde, in PBS 0,1M, pH 7,4) and
removed. Following, the nerve graft was postfixed in OsO4and embedded in resin.
Semi-thin (1,0 um) cross sections of the middle region of the nerve graft were
obtained, stained in toluidine blue and observed in light microscopy. To perform
the quantitative analysis the cross section of the graft was sampled in & different
fields and the density of mielinated nerve fibers on 10%m? was computed using an
electronic counter. The morphological analysis shows that the structure of the
nerve was well preserved after 24 or 72 hours storage in Wisconsin/Belzer or
Coliins solutions. The nerve fiber regeneration, 50 days after the graft
transplantation, was more advanced in the grafts previously stored in
Wisconsin/Belzer solution related to the graft stored in Collins solution, and similar
to the observed in fresh nerve graft. The quantifative data confirm these
morphological results. The nerve fibers density in nerve graft previously stored
during 24 or 72 hours in Wisconsin/Belzer solution was significantly (p<0,05)
higher [433£12 and 430+20 {meants.e.m), respectively] than the observed in
nerve graft previously stored in Collins solution (344+20 and 327+29). But it was
similar to the observed in fresh nerve graft (407+13). These resulis revel that
composition of Wisconsin/Belzer solution is better than the composition of Collins
solution to storage peripheral nerve grafts. Moreover, the similar nerve fiber
regeneration observed in fresh nerve graft to that observed in nerve graft
previously stored in Wisconsin/Belzer solution, suggest that its components have a
positive effects on viability of the cells in the nerve graft implicate on axonal
regeneration.



