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REGENERACAO AXONAL ATRAVES DE AUTOTRANSPLANTE DE
RETALHO DE MUSCULO ESQUELETICO OBTIDO A PARTIR DE
INJEGAQ DE ANESTESICO LOCAL

RESUMO

O objetive deste trabalho foi avaliar a eficacia da regeneracéo axonal
através de retalho de lamina basal muscular obtido por injecdo intramuscular
de um anestésico local. O guadro regenerativo nessa situagéo foi comparado a

regeneracao axonal em autoenxerto de nervo.

Um grupo de animais teve o musculo séleo direito exposto, recebendo
injecdo de 0,1 mi de cloridrato de lidocaina a 2%. Apos 24 horas, o venire
muscular do séleo foi retirado, sofrendo uma fina dissecgéo para a confecgdo
de um retalho de 5 mm de comprimento e espessura serﬁelhante a do nervo
cigtico. Em seguida, o nervo ciatico esquerdo foi seccionado e o retalho
muscular implantado na fenda entre os dois cotos do nervo, com sutura
epineural. Qutro grupo de animais teve 0 nervo ciatico esquerdo exposto,
seccionando-se um fragmento de 5 mm, que sofreu inverséo de 180° e foi
imediatamente fixado aos cotos com sutura epineural. O grupo controle

congistiu de nervos cidticos de animais normais,



Apés 50 dias de sobrevida, o nervo ciatico esquerdo foi exposto, fixado
“in sity” e dividido em 3 porgbes. coto proximal, coto distal e regido do enxerto,
os quais foram processados para microscopia elefrénica. Em segquida,
procedeu-se a analise qualitativa e quantitativa dos axénios regenerados nos
dois grupos experimentais (autotransplante de musculo e autotransplante de

nervo), bem como no grupo controle,

Nossos resultados mostraram que em todos 08 animais houve
recolonizacdo do coto distal. A anadlise gualitativa mostrou n&o haver
diferencas entre os axdnios dos dois grupos no que diz respeito ao aspecto
ultraestrutural, incluindo disti‘ibuic;.éo de microtubulos, neurcfilamentos, bainha
de mielina, células de Schwann, etc. Na regido do enxerto, nos dois grupoes, a
distribuicdo dos axbOnios era caracteristica, formando minifasciculos. Os
ax0nios eram aparentemente menores em didmetro e espessura de bainha de
mielina, quando comparados ao coto proximal e controle. No coto distal
obseryou-se a reorganizagéo em fasciculos, com axdnios ainda aparentemente

menores em didgmetro e espessura de bainha de mielina,

A analise quantilativa mostrou que, no grupo de enxerto de musculo, ©
numero de axdnios no coto distal (13792,57 = 1145,10) foi maior, mas ndo
estatisticamente significativo em relagdo aquele do enxerto de nervo (13592,43

+1420,04).



Concluiu-se que a regeneracdo axonal através de autoenxerio de

lamina basal de musculo esquelético obtido com injecdo de anestésico local foi

da mesma ordem daguela verificada em autoenxerto de nervo.

PALAVRAS-CHAVE:

1. Masculos - Transplante
2, Regeneracdo do Sistema Nervoso
3. Nervo - Cirurgia

4. Anestésicos



INTRODUGAO

A regeneracBo nervosa periférica é um exemplo tipico de plasticidade ao
nivel do sistema nerveso. Dentro de poucas horas apos a leséo nervosa,
brotos axonais crescem no sentido de reinervar o musculo. Porem, a
recuperaciio funcional muitas vezes é incompleta. No sentido de otimizar o

processo regenerativo, diferentes abordagens tém sido pesquisadas.

Diante de uma lesdo que provoca a perda de um segmento consideravel
do nervo, torna-se inviavel a realizagéo de simples sutura dos cotos nervosos,
uma vez que isso provocaria tenséo excessiva no nervo, interferindo com sua
irrigacéo e facilitando a formacgéo de tecido cicatricial, 0 que atuaria como um

impedimeanto mecanico aa crescimento axonal.

Nesses casos, se uliliza o nervo sural na forma de autoenxerio. Porém,
quando ¢ nervo lesado fem diametro maior que o nervo a ser enxertado, é
preciso unir paralelamente varios segmentos do nervo doador (cable graft)
para implantar entre os cotos do nervo lesado. Este procedimento tambem leva
a uma cicatrizacdo exagerada, compromestendo a regeneragéo. Além disso
ainda ha o inconveniente da presenca de parestesia no territdrio de inervagéo
do nervo doador. Com o objetivo de minimizar, ou até eliminar esses
inconvenientes, muitos pesquisadores tém se empenhade em desenvolver
formas alternativas para ¢ reparo nervoso, sendo bastante explorado

atualmente ¢ us¢o de muasculo esquelético, entre outros, como substancias



adesivas (YOUNG & MEDAWAR™' 1940; SEDDON & MEDAWAR®, 1942
TARLOV®, 1944, 1950; NISHIHIRA & McCAFFREYY, 1989), tubos de silicone
(LUNDBORG™ et al., 1982; MADISON® et al., 1988; STENSAAS® et al_, 1989;
SPECTOR™ et al,, 1991), tubos de polietileno (DA SILVA & LANGONE™, 1989:
MARQUES, 1992), tubos de poliésteres (DA SILVA' et al, 1984;
MADISON®® et al., 1984, 1985), substarcias biocompativeis como o acido
poliglicélico (HENTZ® et al, 1991), veias (WEISS', 1943, RICE &
BERSTEIN", 1984; WALTON'® et al., 1989), colageno (ROSEN™ et al., 1989;
MACKINNON & DELLON®, 1990), neurorrafia a laser (BAILES® et al., 1989

TERRIS & FEEY, 1993), etc.

Enfre todas estas alternativas, a utilizagdo de autoenxerto de musculo

esquelético tem promovido resultados bastante satisfatérios.

A partir dos estudos de KEYNES™ et al., (1984), verificou-se que a
membrana basal muscular possuia caracteristicas quimicas e composi¢éo
molecular muito semelhante as da membrana basal da célula de Schwann.
Sabendo que 08 axdnios de um nervo lesado crescem no interior dos tubos de
membrana basal das ceélulas de Schwann, essa semelhanca levou outros
pesquisadores a estudar tambem a possibilidade de crescimento axonal no
interior de tubos de membrana basal muscular “vazios” (IDE®, 1984
GLASBY**®% ot al., 1986a,b,c ; FAWCETT & KEYNES®, 1986; DAVIES™ et

al., 1987; NORRIS®™ et al., 1988; SOMAZZ™, 1594).

O “esvaziamento® dos {ubos de membranz basal muscular para a

utilizagdo do musculo esquelético como enxerto, exigia um fratamento prévio



do muasculo, que provocasse necrose e remogao de seu conteldo

sarcoplasmatico, preservando os tubos de membrana basal.

KEYNES™ et al., (1984), atingiram parcialmente esse objetivo através do
tratamento quimico e posterior compress&o mecénica do fragmento muscular,
para eliminacéo do conteudo sarcoplasmatico. Porém, além de ser um metodo
morosc € trabalhoso, promovia © esvaziamento de apenas 50% do

sarcoplasma.

Mais tarde, em 1986, GLASBY™ et al., estabeleceram um novo método de
tratamento do enxerto, baseado em chogue térmico e osmotico do fragmento
muscular, o que levava & separacgdo da membrana basal de seu contetdo
sarcoplasmatico, que era entdo destruido. Apesar de trazer bons resuitados,
esse meétodo ainda apresentava algumas desvantagens, pois em fungéo do
chogue térmico, ¢ fragmento muscular se mostrava retrajde, demandando a
retirada de um fragmento muito maior que o necessario para o enxerto, além
de se fornar quebradigo, dificultando a realizagdo da sutura e portanto,

favorecendo a formagéo de tecido cicatricial.

HALL & ENVER™ (1994), preconizaram a técnica de pré-aquecimento do
retalho muscular a 80°C e 80°C e constataram que o padréo de reinervagao
nos enxertos tratados a 60°C era semelhante ao observado em enxerios
tratados por congelamento-descongelamento. Ja nos enxertos aguecidos a
80°C, os cones de crescimento n&o penelraram no enxerto, provavelmente por
inativacio térmica dos componentes da lamina basal muscular, que favorecem

a regeneracao.



SOMAZZ™, (1994), demonstrou a viabilidade de se construir retalhos de
membrana basal muscular a partir de inje¢des inframusculares de anestésico

local,

Esse método se fundamenta no efeito miotdxico dos anestésicos locais, o
que acarreta necrose rapida das fibras musculares esqueléticas. Com isto, 08
tubos de membrana basal muscular “‘vazios” sdo obtidos e utilizados como

enxerto no reparo de lesdes nervosas perifericas.



OBJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia da regeneracao
axonal através de enxerio de [Bmina basal muscular obtido por injecdo
inframuscular de cloridrato de lidocaina a 2%. Para isso, foram estudadas
comparativamente as caracteristicas ultraestruturais e quantitativas de axonios

regenerados em autoenxerto de musculo e autoenxerto de nervo.



REVISAQC DA LITERATURA

¥

A regeneragdo nervosa periférica € um tema de enorme importancia
dentro da Neurobiologia e consequentemente, acumulou ao longo das duas
gitimas décadas uma vasta literatura envolvendo os mais diferentes aspecios
da regeneracdo axonal. Dessa forma, seria impossivel, além de ndo pertinente,
discorrer a respeito de toda a revisdo bibliogréfica. Assim, faremos uma rapida
revisdo apenas dos aspectos qgue julgamos estar mais direlamente

relacionados ao tema deste trabalho.

A fim de facilitar a leitura, apresentaremos a literatura de uma forma
didaticamente dividida, & na seguinte ordem: 1) Organizagdo Estrutural do
Nervo Periférico, 2) Aspectos da Degeneragdo e Regeneragao Nervosa
Periférica, 3) Métodos Empregados na Reparagdo da Lesdo Nervosa
Periférica, ¢ 4) Emprego de Masculo Esquelético no Reparo das Lesdes

Nervosas.

1. ORGANIZAGAO ESTRUTURAL DO NERVQ PERIFERICO

O nervo periférico & constituido por feixes de fibras nervosas mielinicas e
amielinicas, envolvidas por células de Schwann e bainhas conjuntivas. Nas
fibras mielinicas, a célula de Schwann forma a bainha de mielina ao redor de

cada axdnio, enquanto nas fibras amielinicas, a célula de Schwann envolve



diretamente o©s axOnios desprovidos de mielina, sendo varios axonios
amielinicos envolvidos por uma Unica célula de Schwann. Células de Schwann
vizinhas sd0 separadas entre si pelo nodo de Ranvier, nas fibras mielinicas,
enquanto nas fibras amielinicas elas séo diretamente continuas . Um aspecto
interessante ao presente trabalho é destacar o fato de que cada célula de
Schwann apresenta-se revestida por membrana basal. A membrana basal é
encontrada sobre a superficie externa de varias células, como as células
epiteliais, endoteliais, musculares lisa e estriada, células gligis e células de
Schwann. Foi descrita pela primeira vez a nivel de microscopia de luz, por
TODD & BOWMAN'®, (1957) e revista por KEFALIDES® et al., (1979),
congistindo de trés subcamadas: a) amina ldcida (ou lAdmina rara), b) Bmina
densa; ¢} idmina reticular. A lamina basal é um sindnimo de lamina densa,
também chamada de membrana basal. A 1&mina densa da membrana basal da
célula de Schwann mede aproximadamente 3040 nm de espessura e a lamina
hicida € ainda mais delgada. A ldmina reticular € uma fina camada mal
delimitada, constituida de um delicado material filamentoso e algumas fibrilas
colagenas. Com relagdoe a arquitetura molecular, aceita-se gue a lamina basal
consiste de uma matriz de colageno tipo IV, associada a glicoproteinas como a
laminina (TIMPL® et al, 1979; FOIDART® et al., 1880), e nidogénio,
Proteoglicanas, como heparan-sulfato, estdo distribuidas entre as
subcamadas, sendo mais concentradas na regiao externa da lamina reticular
(KANWAR & FARQUHAR®, 1979; FARQUHAR", 1973; FARQUHAR®, 1981:
YOKOTA et al., 1983).

As bainhas conjuntivas estéo representadas pelo endoneuro, peringuro e

10



epineuro. Estas bainhas representam o tecido conjuntivo de suporte do nervo
periférico.

O endoneuro envolve cada fibra nervosa e esta constituido por uma
frouxa matriz de colageno, apresentando uma relagdo especial com as fibras
nervosas, pois as fibrilas coldgenas endoneurais sdo fortemente unidas ao
redor de cada fibra nervosa, para formar as paredes de suporte conhecidas

por tubos endoneurais (PETERS™ et al., 1876; SUNDERLAND, 1978).

O perinewo envolve externamente cada fasciculo e esta constituido de
varias camadas de células achatadas, desempenhando o papel de protecéo
mecanica, atuando tambem como uma barreira de difusio, auxiliando dessa
forma a preservagdo do microambiente intrafascicular especializado
(OLDFORS & JOHANSSON™, 1979; KRISTENSSON & OLSSON¥, 1971
OLSSON & KRISTENSSON”, 1973). Segundo LUNDBORG™, (1987), o
numero de camadas do perineuro varia de acorde com o didmetro dos

fasciculos.

O epineurc envolve externamente o0s fasciculos, servinde como uma
camada protetora para 08 mesmos durante 0s movimentos das extremidades e
protege os fasciculos de traumas externos. No epineuro estéo presentes
fibroblastos, macréfagos e mastdcitos. As fibrilas colagenas do epineuro séo

mais espessas que as do endonsuro e perineuro.

Em que pese o papel mecanico dessas trés camadas conjuntivas, elas
participam ativamente dos processos fisioldgicos, bem como dos aspectos

moleculares envolvidos na manutengdo e preservacdo dos nervos periféricos.
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Também nos processos de les@o-reparagdo do nervo, a presencga e 4

integridade dessas camadas s&o essenciais.

2. ASPECTOS DA DEGENERACAO E REGENERACAO NERVOSA

PERIFERICA

£ bem sabido o fato que apés a seccgdo total de um nervo inicia-se uma
sequéncia de modificagdes espacgo-temporais  envolvendo  aspecios
bioguimicos, celulares e moleculares, cujo objetivo final ¢ o de restaurar o
nervo lesadoc. Um dos aspectos maig marcantes dessa resposia € a

degeneragéo axonal.

A degeneracgdo do axdnio € consequéncia da interrupgdo da continuidade
com seu centro tréfico, o corpo celular. Essa degeneragdo & conhecida como
degeneracio Walleriana e leva a desintegracio e remocao do axdnio e dos
restos de mielina, preparando ¢ ambiente através do qual os axdnios em
regeneracdo devem crescer. Tanto o axdnio quanto a bainha de mielina
degeneram, deixando "vazios" os tubos de membrana basal que envolviam a

fibra nervosa original (FAWCETT & KEYNES?®, 1990).

A remocéo dos restos de mielina é mediada pelos macréfagos e pelas
células de Schwann. A importancia dessas Ultimas nesse processo tem sido
demonstrada por estudos in vivo, onde as células de Schwann sofrem intensa
proliferacéo durante a degeneragdc Walleriana (ABERCROMBIE &
JOHNSON' 1946, THOMAS®, 1966; BRADLEY & ASBURY®, 1970; ALLT?
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1976). Também tem sido demonstrado que a membrana axonal e os restos de
mielina estimulam as células de Schwann a entrar em mitose (SALZER &
BUNGE™, 1980, SALZER® et al., 1980) e os macréfagos que fagocitaram a
mielina produzem um meio facilitador para a multiplicagdo das células de
Schwann (BAICHWAL® et al,, 1988). Por outro lado, considera-se que a
degeneracdo dos proprios axdnios ocorre de maneira autolitica (IDE® et al,

1990).

As celulas de Schwann, desprovidas de axdnios, permanecem vivas, se
tornam alongadas e seus processos delgados se interdigitam com os
processos das células de Schwann vizinhas, formando uma coluna de células,
denominada coluna de células de Schwann ou bandas de BUNGNER.
interessantemente, a l&mina basal da célula de Schwann permanece integra

durante o processo de degeneracdo Walleriana (IDE® et al., 1990).

Logo apos a lesdo, o corpo celular sofre alteragbes estruturais e
funcionais. Ha um aumento do volume do corpo celular, deslocamento do
nucleo para a periferia e alteracbes na estrutura do citoplasma, denominada
cromatdlise. Esta reacéo reflete a preparacdo metabdlica para a reposigdo da
perda do volume axoplasmatico, devido a perda do segmento distal do axtnio,
ocorrendo uma concentragdo de RIN.A. para o aumento da sintese proteica.
As reagdes no corpo celular variam com a proximidade da lesdo; lesdes

proximais podem levar a morte do corpo celular (LUNDBORG™, 1987).

Assim como nos processos gerais de inflamacdo, a reparagdo inicia-se

dentro de poucas horas apos a lesdo. Os axdnios do coto proximal produzem
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grande quantidade de brotos colaterais e terminais que avancam distalmente.
Um aspecto caracteristico na regeneracao nervosa é a presenca de "unidades
de regeneracac”, representadas por grande numero de brotos amielinicos
aglomerados, originarios de um mesmo axdnio, que crescem sob os tubos

endoneurais, em direcdo aos 6rgéos terminais.

Na porgdo mais distal de cada broto ha um cone de crescimento, uma
protuberéncia da qual se originam varios filopodios, que exploram o ambiente
através de movimentos constantes. Quantidades consideraveis de aclina tém
side demonsfradas nos filopodies, indicando seu importante papel para a
mobilidade destes (YAMADA™ et al., 1971; WOLOSEWICK & PORTER™,

1976; LUNDBORG™ 1987; PLEASURE™, 1980; BUETTNER', 1995).

A membrana basal da célula de Schwann desempenha importante papel
na conducdo dos axdnios, fornecendo um arcabougo aos axdnios em
regeneracdo. Contudo a importdncia da membrana basal durante a
regeneracdo axonal parece ndc ser apenas mecanica, existindo alguns
trabalhos que sugerem um papel tréfico (BUNGE'", 1983; IDE® ot al,, 1983;
GIANNINI & DYCK™ 1990, FENELEY™ ef al, 1991; SORENSON® et al,
1993). WANG'® et al., (1992), reafirmam o papel tréfico da laminina presente
na !éfnina basal da célula de Schwann, considerando sua localizagdo,
principalmente na superficie interna da célula, sendo reconhecida pelos brotos
axonais que entdo invadem a l&mina basal durante o processo de

regeneragao.
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3. METODOS EMPREGADOS NA REPARAGAO DA LESAO NERVOSA

PERIFERICA

Segundo FIELDS® et al., (1989), os primeiros experimentos envolvendo
sutura de nervo foram descritos por FERRAR, no século XVII. No século XiX,
BAUDENS®, (1836), ¢ VON LANGENBECK™, (1876), realizaram sutura direta
dos cotos nervosos, porém, os materiais utilizados  causavam reagio
inflamatoria e a cicatrizagéo decorrente da sutura resultava numa “linha de
sutura®’, onde os axonios se tornavam desorganizados, com seu trajeto
bloqueado e frequentemente estrangulados no interior de neuromas. Além
disso, a sutura direta dos cotos nervosos pode provocar tenséo ne local do
reparo, levando a constricac dos vasos intraneurais e propiciando uma fibrose.

Na tentativa de minimizar 0 processo cicatricial, um material adesivo
originario do plasma sanguineo foi utilizado (YOUNG & MEDAWAR"', 1940
SEDDON & MEDAWAR®, 1942; TARLOV®™® 1944, 1950; NISHIHIRA & Mc
CAFFREY", 1989), porém os resultados sfo semelhantes ou inferiores
aqueles onde se utiliza sutura epineural & a anastomose geralmente falha
devido a pequena forga eldstica de conexao (MILLESI®, 1984: BECKER et al.,
1984; BOEDTS', 1987, SMAHEL® et al., 1987).

Qutra forma de facilitar a reparagdo nervosa periférica foi desenvolvida
utilizando-se tubos que pudessem conduzir 08 axénios em regeneracéo em

diregdo a porgao distal do nervo.
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Os tubos s&o constituidos de materiais de natureza sintética ou bioldgica,
destacando-se o silicone (LUNDBORG™® et al., 1982 MADISON® et al,
1988, STENSAAS® et al,, 1989; SPECTOR™ et al., 1991), polietileno (DA
SILVA & LANGONE'™, 1989, MARQUES®, 1992), poliésteres (DA SILVAY et
al., 1984; MADISON®'® of al., 1984, 1985), substancias biocompativeis como o
acido poliglicolico (HENTZ‘“ et al., 1981), veias (WEISS1°?, 1943; RICE &
BERSTEIN”, 1984; WALTON'® et al,, 1989), e colédgeno (ROSEN™ et al,

1979; MADISON™ et al., 1988; MACKINNON & DELLON™, 1990).

A tubulizagéo, através dos diversos materiais citados, fornece orientagio
mecanica aos axinios em crescimento, minimiza a cicatrizagdo pela formacgio
de uma barreira que diminui a invasdo de células do tecido conjuntivo,
favorece o acumulo de substancias troficas no interior do tubo, aiém de
permitir a manipulacao do microambierte de regeneracdo e néo formar “linha

de sufura”.

Segundo FIELDS & ELLISMAN® (1986), ap6s 3 a 4 semanas da
tubulizag8o, os axdOnios amielinicos associados as celulas de Schwann
comecam a invadir o coto distal. Axénios mielinicos ja estavam presentes no
coto distal do nervo cidtico de rato, apds 5 a 6 semanas da tubulizacéo.
Entretanto, o nimero e o didmetro dos axbnios mielinicos regenerados n&o

atingem os valores de nervos normais, apds intervalos de tempo mais longos.

De forma geral, o método de tubulizagio mostrou resultados satisfatorios,
com excess&o da utilizacéio de osso e fascia, porém, LE BEAU™ et al., (1988),

consideram que apesar da regeneracdo aparentemente bem sucedida logo
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apos a tubulizagdo, nervos regenerados mostram evidéncias de degeneragdo
e desmielinizagdo, que s8o mais intensas quanto maior o tempo apés a
implantagéo dos tubos de silicone. Os autores atribuem esse fato & presenca
de forgas constritivas que atuam sobre o nervo durante seu crescimento
através do tubo e coto distal , que podem impedir a maturagdo normal quando

a protese tubular se mantem por longo tempo.

Nesse sentido, TERRIS & FEE¥, (1993), consideram que atualmente a
fubulizacdo parece néo oferecer vantagens scbre o método tradicional de
reparo por sutura epineural, e certamente mostrara melhores resultados a
partir da introdugdo de um material absorvivel ou que se dissolva quando o
processo regenerativo esteja concluido, evitando a compress&o nervosa

crdnica do nervo regenerado.

A neurorrafia a laser € outro metodo que tem sido apoiado por alguns
autores que consideram seus resultados comparéveis aos de reparo por sutura
epineural, especialmente no que tange a velocidade de conducdo e densidade
dos axdnios (BAILES* et al, 1989). Porém, este método necessita
investigacbes adicionais, uma vez que seu poder de anastomose €
insuficiente, proporciohando elevada taxa de deiscéncia no nervo (i‘((f)RFFS1 at

al., 1992).

Dentre as alternativas j@ desenvolvidas, o meétodo de reparo mais
utilizado na pratica clinica atual € o autoenxerto de nervo, porém ainda se
esbarra em inconvenientes. Quando o didmetro do nervo lesado € maior que o

doador, ha necessidade de unir paralelamente varias por¢des do nervo doador
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{cable graft), o que propicia cicatrizagdo excessiva em detrimento de uma
regeneragéo axonal adequada. Além disso, a remogao do nervo doador resulta

em perda sensitiva na area desnervada.

Apesar das inUmeras alternativas para substituicdo do autoenxerto
nervoso, uma das mais promissoras € o emprego de autoenxerto de musculo
esquelético. Essa idéia baseia-se no fato de que a membrana basal muscular
possui propriedades quimicas e composicdo molecular semelhante aquela das

células de Schwann (KEYNES™ et al., 1984).

Muilos autores tém demonstrado que axénios em regeneracdo podem
crescer através da lamina basal de musculo esquelético (IDE®, 1984
KEYNES™ et al, 1984; GLASBY™* et al, 1986ab,.c; FAWCETT &
KEYNES?' 1986; DAVIES™ et al, 1987; NORRIS® et al, 1988, SOMAZZ®,
1994). E de interesse citar que esses trabalhos nfio sdo apenas experimentais,
incluindo também entre eles alguns resuitados bastante satisfatérios de reparo

no homem (NORRIS® et al., 1988; CALDER & NORRIS™, 1993).

4. MUSCULO ESQUELETICO NO REPARO DAS LESOES NERVOSAS

Segundo FIEL‘DSQ"’ et al, (1989), e GLASBY® (1980), a primeira
referéncia ao uso de musculo no reparo nervoso foi feita por CAUSEY™,
(1955), que trabalhou no reparo de uma seccio de nervo ciatico de coelho
através de autotransplante de musculo esquelético. Neste caso, o muscuio foi

transplantado de seu leito juntamente com seu pediculo vascular. Ele
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comparou seus resultados aqueles em que o reparo foi feito por autoenxerto
de nervo fibular, Observou que havia um crescimento limitado de axonios
através do enxerto nos dois grupos, havendo menor quantidade de fibras
nervosas no enxerto de musculo. Além disso, a maturacfio dessas fibras
pareceu ser atrasada neste grupo. GLASBY®!, em 1990, considera gue estes
resuitados possam ser devidos a técnica cirurgica empregada, relativamente
primifiva se comparada as desenvolvidas atualmenie. Diante desses
resultados, a técnica foi abandonada, sendo retomada apenas trinta anos mais

tarde por IDE® et al., (1983), e KEYNES™ et al., (1984).

IDE® et al., em 1983, também observaram axonios em regeneracdo no
interior dos tubos de membrana basal muscular, admitindo haver semelhangas
quimicas entre essa membrana basal e aquela das celulas de Schwann
Considerando que a membrana basal das células de Schwann desempenha
um papel fundamental na regensragdo axonal, admitiu-se que a membrana
basal muscular também pudesse ser utilizada no reparo da lesféo nervosa
periférica.

Em 1984, KEYNES™ et al., desenvolveram um protocolo a fim de
preparar retalhos de musculo esquelético no reparo da lesdo nervosa. De
acordo com este método, um determinado fragmento muscular é fratado por
uma variedade de produtos quimicos, cuja finalidade @ retirar o contetdo
citoplasmatico da fibra muscular. A evacuago final é obtida pela compressao
do fragmento muscular entre duas superficies planas. Os autores concluiram

que as fibras nervosas crescem coaxialmente através dos tubos de membrana
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basal das fibras musculares no enxerto. Em trabalhos posteriores, entretanto,
os proprios preconizadores do método s@o categbricos em afirmar que ele

necessita ser melhorado (FAWCETT & KEYNES?, 1986).

Em 1986, FAWCETT & KEYNES® compararam autoenxerto de nervo e
autoerxerto de musculo preparado por evacuacdo do mioplasma, em .ratos e
coethos. Depois de trés meses, avaliaram o0s dois grupos funcional e
eletrofisiologicamertte, e observaram que o aufoenxerto de Jamina basal
muscular foi 180 bem sucedido quanto o autoenxerio de nervo: 0 numero e
tamanho dos axdnios, bem como a recuperagdo funcional do membro e
velocidade de conducéo axonal foram as mesmas nos dois grupos de animais.
Os autores sugeriram entdo que 0s enxertos de musculo preparados desta
forma poderiam ser uteis no reparo de nervos em humanos. No entanto, havia
ainda o inconveniente de que a iécnica promovia 0 esvaziamento de apenas
50% do conteudo sarcoplasmatico, além de ser um método demorado e

trabalhoso.

GLASBY® et al., (1986a), preconizaram um novo método de obtengdo do
enxerto muscular, que se baseia em choque térmico e hiperosmotico do
fragmento muscular. Com este procedimento separa-se a membrana basal
muscular de seu conteudo sarcoplasmatico e ¢ sarcoplasma € dessa forma
destruido. Os autoenxertos assim tratados eram alinhados coaxialmente e
implantados entre 0s cotos do nervo ciatico de ratos. Eles concluiram que o
enxerto muscular era bastante promissor no reparo nervoso, uma vez que foi

possivel a regeneragdo através do mesmo, com colonhizagdo do coto nervoso
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distal.

Praticamente todos os trabalhos subsequentes utilizam-se do método de
Glasby e tém demonstrado em diferentes situagbes, que o emprego de

musculo esquelético pode ser uma boa opgéo no reparo das lesdes nervosas.

Num trabalho posterior, GLASBY® et al., {1986b), investigaram como a
orientagho do enxerto muscular afetava a regeneragao, utilizando autoenxerto
de musculo tratado por congelamento e descongelamento, implantado em
nervo ciatico de rato. Eles compararam os resultados de um grupo em que o

enxerto foi alinhado coaxialmente aos axdnios, a oufro grupo em gue o enxerto

foi colocado perpendicularmente, formando um angulo de 90° com os mesmos.
Observaram que a recuperacdo ocorreu noS dois grupos, porém mais
lentamente no grupo cujos tubos de membrana basal estavam em angulo reto

com as fibras nervosas.

GLASBY™ et al., (1986¢), fizeram a retirada de um fragmento de 1 cm do
nervo ciatico de rato e ¢ reimplantaram a fresco. Os resultados foram
comparados aos de outro grupo de animais onde se realizou autoenxerio de
muscuio tratado por congelamento/descongelamento, alinhado coaxialments.
0Os dois grupos experimentais foram observados acs 7, 14, 28, 51 e 101 dias.
Aos 28 dias no enxerto e aos 51 dias no nervo distal, ndo havia diferenca
significativa no numero de axdnios mielinicos em cada grupo e potenciais de
acgao compostos extracelulares puderam ser obtidos com a mesma facilidade
nos dois grupos. Além disso, ndc havia diferenca significativa nos indices de

maturacédo (didmetro do axonio e digmetro da fibra) no ponto médio dos

21



enxertos de nervo e musculo, em todos os tempos apds 28 dias. Estes
resultados encorajaram 0 uso clinico do enxerto muscular, que se mostrou

adequado ao reparc nervoso.

GLASBY* et al., (1986d), realizaram autoenxerto de masculo triceps
tratado por congelamento-descongelamento, em nervo radial de saglis. Apos
& meses da cirurgia, fizeram a avaliagao funcional e observaram que ocorreu
fransmissdo de potenciais de agdo composto extracelular através do enxerto,
em ambas as direcBes. 0s autores sugerem que tais enxertos poderiam ser

usados no reparo de nervos periféricos em humanos.

GATTUSOY et al, em 1988, trabalharam com enxerto de musculo
autégeno em nervo mediano de primatas, utilizando ¢ método de
congelamento-descongelamento. Depois de 28 dias do enxerto foi observado
desnervacio total do musculo flexor radial do carpo. Apds 150 dias havia
evidéncia eletrofisioldgica de recuperagao da. conducio atraveés do enxerto,
com recuperacao funcional parcial do masculo. Histologicamente, se observou
a presenga de fibras nervosas e novas jungdes neuromusculares funcionais.
Eles observaram que a reinervagdo efetiva dos musculos alvo é possivel apds
o reparo do nervo através de autoenxerto de musculo esquelético.

Esses mesmos autores demonstraram que, embora a reinervacio dos
musculos alvo tenha ocorrido, proporcionando um  nivel aceitavel de
recuperacde funcional, as fibras nervosas regeneradas ndo recuperam seu
digmetro normal, havendo um atrasc na maturagéo dessas fibras. Observaram

que a recuperagéo do nervo atraves dessa técnica é superior aquela obtida
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com a técnica de "cabo de enxerto”, apontando uma vantagem potencial na

utitizacao de autoenxerto de misculo para o reparo de nervos em humanos.

NORRIS® et al, (1988), aplicaram a técnica de autcenxertc de musculp
fratado por congelamento-descongelamento, no reparc de nervoe digital em 8
pacientes com idade entre 15 & 81 anos. O material de enxerto foi obtido do
musculo peitoral maior, que depois de fratado foi interposto coaxialmente entre
0s cotos proximal e distal do nervo lesado, por sutura epineural. Os pacientes
foram avaliados pelo grau de recuperagdo das sensagbes tateis e
discriminativas. Verificou-se um excelente nivel de recuperagéo, demonstrando
ser este um método que pode oferecer vantagens significativas sobre os
enxertos de nervo convencional ou os "cabos de enxerto”, especialmente

quando uma grande extenséo do nervo @ envolvida.

GATTUSO® et al., em 1989, submeteram um grupo de ratos & reparacao
imediata de nervo cidtico transeccionado, utilizando a técnica de autoenxerio
de musculo tratade por congelamento-descongelamento, comparando-os a
outro grupo onde a reparacao foi tardia (de 3 a 56 dias apds a lesdo). Depois
de 100 dias da cirurgia todos os animais foram estudados. Eles observaram
que nos grupos de reparagdo tardia abaixo de 56 dias, apesar de haver uma
reducdo significativa na média de remielinizacdo das fibras, ndo havia
diferencga significativa no diametro e no nimero de fibras mielinizadas em
relacdo ao grupo de reparacdo imediata. Porem, nos casos em que O reparo
do nervo foi realizado apbs 56 dias da lesao, o resultado foi incompativel com

a recuperagao funcional.
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PEREIRA™ et al., (1990), trabalharam com o reparo de nervo tibial de
cobaias, induzindo o granuloma micobacterianp, provocado pelo
Mycobacterium leprae no nervo tibial desses animais. A avaliagio foi feita
entre 7 e 100 dias, no sentido de se observar o dano maximo ao nervo. A area
do nervo correspondente a0 granuloma foi entdo retirada, unindo-se 08 colos
com um autoenxerto de musculo vasto lateral desnaturado por chogue térmico.
A avaliac@o clinica apds 5 meses mostrou boa recuperacgdo sensorial e motora,
compativel com os achados histologicos. Conclufram que a técnica de enxerto

muscular pode ter grande valor no tratamento de lesbes nervosas cronicas.

MATTAR® et al., (1890), realizaram lesdes rio nervo cidtico de ratos, com
reconstrugdo imediata, comparando os resultados de enxerio de nervo
convencional e enxerto de membrana basal obtido do musculo gldteo maximo,
apos tratamento por congelamento-descongelamento. Depois de 60 dias do
gnxerto, os fragmentos intermediarios e distais a este foram analisados
revelando, & microscopia Optica, numerosos axbnios mielinizados formando
unidades de regeneracéo, sem diferengas morfolégicas significativas entre os
dois grupos, indicando a eficacia da regeneragdo quando se utiliza enxerto de

membrana basal de musculo esqueletico.

GSCHMEISSNERY et al., em 1990, realizaram autoenxerto de musculo
esquelético tratado por congelamento-descongelamento, em nervo cidtico de
ratos. Depois de um periodo de 294 a 315 dias, os nervos foram processados
histologicamente, coletando-se as por¢bes proximal, intermediaria e distal do

nervo do grupo enxertado, bem como o nervo contralateral no mesmo nivel
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correspondente ao enxerto. kles observaram que a regeneragdo foi bem
sucedida através do enxerto muscular e o coto distal foi recolonizado. Apds
300 dias do implante, a regido correspondente ao enxerto mostrou a presenga
de minifasciculos e no coto distal, evidenciou-se a arquitetura normal do nervo,
auséncia dos minifasciculos e aspectos semelhantes a8 histologia do nervo
controle. Apontam que diante de um fatha ou ruptura do perineuro, inicia-se a
proliferac@o de células semelhantas &s células perineurais, que envolvem as
fibras nervosas no sentido de fornecer um ambiente endoneural apropriado a
regeneragéo, o que ocorre em todas as formas de reparo de nervos

periféricos.

GLASBY et al., (1990), compararam a recuperagio das caracteristicas
morfolégicas, durante a regeneracdo de nervo femoral de carneiros, em
tempos variaveis, acima de 10 meses apds o reparo nervoso. Grupos de
carneiros que receberam autoenxerto de muasculo sartdrio tratado por
congelamento-descongelamento, alinhado coaxialmente, foram comparados
com aqueles que receberam irés cordbes de cabo de enxerto autdgeno,
originario de nervo cutaneo. Foi observado maior numero de fibras nervosas
na porgdo distal ao enxerto de musculo em relacdo ao cabo de enxerto, em
todos os tempos apos o implante (4, 6 e 10 meses). Os indices de maturacio
das fibras nervosas ndo eram significativamente diferentes entre os dois
grupos aos 10 meses. Os autores concluiram que os enxertos de musculo
podem ser usados com sSucesso para o reparo de grandes nervos misios

danificados, em substituicdo ao cabo de enxerto.
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GLASBY® et al., (1991), investigaram se os brotos axonais apresentavam
especificidade por seus cotos distais homénimos durante a regeneracdoc
através de um enxerto muscular. Procederam a ressecgdo de 2 om dos nervos
medianc e ulnar de micos. Esse espago foi preenchido por um enxerto de
musculo tratado por congelamento-descongelamento. Num grupo de micos, 0s
cotos proximal e distal de ambos 08 nervos foram suturados nas exiremidades
do enxerto muscular em seu arranjo anatdmico ortotdpico (com os nervos
homonimos alinhados). Num segundo grupo de animais, os cotos distais dos
nervos foram transpostos de forma que o coto distal do nervo ulnar fosse
alinhado em relacéo ac coto proximal do nervo mediano e vice-versa. Apds 5
meses, procederam o exame eletrofisiologico e, em seguida, ¢ material foi
processado histologicamente. Eles sugeriram n&o haver uma influéncia de
tropismo especifica entre os nervos homonimos & seus musculos alvo. Quanto
ao didmetro das fibras nervosas, nde houve diferenca significativa entre os
grupos, indicando um grau similar de maturagdo, independentemente da rota
de reconexdo com os Orgdos terminais. Os autores concluem que a
reinervacio do segmento nervoso distal pode ocorrer mesmo na auséncia de

quaisquer influéncias distais.

FENELEY® et al., (1991), utilizaram técnicas imunchistoquimicas para o
estudo do crescimento axonal e migracgo das células de Schwann em nervo
cidtico de ratos, submetidos a enxerto muscular tratado pelo método de
WALLIS'™ et al., (1980), para remogéo do mioplasma. Observaram axonios
em crescimento no enxerto onde a maioria estava associado as células de
Schwann. A migragao das céluias de Schwann em associagdo com axonios no
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coto proximal, fol mais rapida e mais extensiva que no coto distal. Uma analise
comparativa entre os enxertos musculares evacuado & n&o evacuado revelou
que em 7 dias havia o dobro de axdnios regenerados no grupo de enxerto
evacuado, porém em 20 dias, 0 numero de axbnios era similar nos dois
grupos. Os aulores sugerem que a regeneracdo axonal € dependente da

migrac&o das células de Schwann.

BRYAN® et al, {1993), estudaram a influéncia da laminina, da matriz
extracelular, sobre a regeneracdo nervosa periférica. Este estudo consistiu na
comparagdo entre enxerto de lamina basal muscular, tratado por
congelamento-descongelamento e enxerto de nervo. 0s enxertos de idmina
basal pré-fratados com anticorpos anti-laminina proporcionaram uma redugdo
de até 90% do numero total de axdnios regenerados, com decréscimo
significativo na velocidade de conducdo do nervo. Esses achados sugerem o
imporianie papel da laminina da membrana basal na regenera¢ao nervosa

através de enxertos musculares,
A literatura releva 0 aparecimentc de uma nova maneira de se
confeccionar o retalho muscular, através do trabalho de HALL & ENVER™,

(1994), que consiste no pré-aquecimento do retalho muscular a 60°C e 80°C.
Os emxertos musculares foram implantados no nervo cidtico de ratos. Eles

constataram que o padrBo de reinervagio através de enxertos tratados por
aquecimento a 80°C era semelhante aquele observado através de enxertos

tratados por congelamento-descongelamento. Embora o aquecimento a 60°C

ndo elimine completamente as células musculares no enxerto, contribuindo
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para uma fatha clinica de muitos enxertos, observa-se que a presenga de

musculo em regeneracio no enxerto, aparentemente ndo evita a regeneragio

axonal entre 0s tubos de sarcolema. J& nos enxertos aquecidos a 80°C, os
cones de crescimento foram incapazes de penetrar nos enxertos, ainda

ocupados com mioplasma. Os autores sugerem que 0 aquecimento além dos

80CC altere alguns componentes da i&mina basal, como a laminina e a
fibronectina, necessarios ao crescimento do axonio, sendo que esies

componentes ndo se alteram pelo congelamento-descongelamento ou pelo
aquecimento a 60°C, Consideram que a falha dos axdnios efou células de

Schwann em se desenvolver nos erxerios musculares fratados a 800C, pode
gstar relacionada a inativagéo térmica dos componentes da lamina basal, que
sd0 conhecidos por exercer importante fungdo no crescimento axonal

Portanto, a auséncia de fragmentacgéo, facilidade de sutura e menor retragéo

do enxerte tratado & 60°C, s&o fatores que podem ter importéncia no seu uso

clinico.

Néo obstante o sucesso no emprego de retathos de musculo esquelético,
tanto experimenialmente como em alguns cascs clinicos, ainda iem-se
defrontando com dificuldades na utilizagdo dos enxertes € no preparc do
matenal a ser transplantado. A literatura mostra basicamente trés formas de se
preparar o enxerto, cada uma delas com suas vantagens e desvaniagens.
Recentemente em nosse laboratdrio, foi desenvolvido um metodo baseado no
emprego de anestésicos locais como elemento basico no preparc do enxerto

(SOMAZZ™, 1984). Naguela ocasific o autor Se preccupou apenas em
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demgonstrar a viabilidade do método por ele preconizado.

Neste trabalho, tivemos como objetivo avaliar a eficdcia da regeneracéo
axonal afravés de enxerto de lamina basal muscular obtido por injecdo
inframuscular  de  cloridrato de  lidocaina a 2%. Foram estudadas
comparativamente as caracteristicas morfolégicas e quantitativas de axdnios
regenerados em autoenxerfo de musculo e autoenxertc de nervo em relagao

ao controle, além da observagéo da regeneragdo espontanea.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 26 ratos Wistar fémeas, com 6 a 7 semanas de idade,

pesando em média 160 g, provenientes do Biotério Central da UNICAMP.
Os animais foram divididos em 4 grupos:

Grupoi : 7 ratos gue receberam autotransplante de misculo sdleo

previamente {ratado com cloridrato de lidocaina.

Grupo li : 7 ratos que receberam autotransplante de nervo ciatico,
Grupo il @ 5 ratos cujo nervo ciatico foi seccionado e mantido em seu
leito.

Grupo IV 7 ratos utilizados para a analise morfo-quantitativa do nervo

ciatico normal.

1. GRUPO DE ENXERTO DE MUSCULO (CONFECGAOQ E IMPLANTE)

Para o preparo dos enxertos musculares, 0s animais foram levemente
anestesiados por inalaco de éter etilico. Procedeu-se entdo a depilago e
assepsia do membro posterior direito do animal. Em seguida fez-se uma
aberiura de cerca de 10 mm de comprimento na regido podstero-lateral da
perna. Com seringa de 1 mi e agulha 13 x 4, injetou-se no musculo séleo

direito um volume de 0,1 mil de cloridrato de lidocaina (xylocaina™) a 2% -
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Merrell Lepetit. A seguir, a ferida cirUrgica foi fechada com 3 pontos de fio de

algodéo 6-0 (ETHICON).

Apods o efeito da anestesia, os animais foram mantidos com racéo e agua
ad Jibitum, durante 24 horas, no Biotério do Departamento de Anatomia do

instituto de Biologia - UNICAMP.

A retirada do retatho muscular ocorreu 24 horas apds a injecado do
cloridrato de lidocaina. 0s animais foram anestesiados intraperitonealmente
com uma mistura de cloridrato de cetamina (Ketalar® - 50 mg/mi) e cloridrato
de tiazina (Rumpun® - 2 g/100 mi) 1:1, em dose de 0,3 ml/{00 g de peso
corporal. Apds 0s primeiros sinais de anestesia gerat,. os animais foram
posicionados em decubito ventral e as regides gittea e posterior da coxa
esquerda foram depiladas. A seguir, a ferida cirdrgica do dia anterior foi
aberta, expondo-se o musculp soleo. Seccionou-se suas extremidades,

retirando-se o ventre muscular e suturando-se novamente a pele.

Sob microscopio cirdrgico, fez-se a “lapidacdo” do retatho, onde o
fragmento coletado sofreu uma fina  disseccdo, obtendo-se um bloco
retangular de 5 mm de comprimento & espessura semelhante a do nervo
ciatico.

Logo apds a obtengdo do retalho muscular, realizou-se a cirurgia de
implante. A pele da regido gltitea e posterior da coxa esquerda foi aberta com
uma incisdo de 15 mm, acompanhando o trajeto da projecao do nervo ciatico
na superficie. Os planos musculares foram afastados até visualizagdo e

exposic8o do nervo cigtico. A uma distancia padrdo da borda inferior do
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musculo gliteo, fez-se uma seccdo no nervo utilizando uma tesoura

microcirargica.

A fenda produzida peia retrag8o natural dos cotos nervosos foi medida
com papel milimetrado e a retirada de um pequeno fragmento do nervo citico
foi necessaria para padronizar o tamanho da fenda em 5 mm. Nesse espago
procedeu-se a fixac&o do retatho muscular, com 2 pontos de sutura epineural
em cada coto, utilizando-se fio monofilamento nylon 10-0 DERMALON (Fig. 1).
Em fodos os casos, tomou-se o cuidado para que 0s cotos néo ficassem sob

tansao.

2. GRUPO DE ENXERTO DE NERVO

Em relacdo a assepsia e anestesia, 05 animais deste grupo foram
submetidos aos mesmos procedimentos empregadas no grupo anteriormente
descrito. Apos exposigéo & visualizacdo do nervo, seccionou-se um fragmento
de 5 mm do nervo cidtico esquerdo. Este sofreu uma inversédo de 180° e foi
imediatamente fixado aos cotos, por dois pontos de sutura epineural,

utifizando-se fio monofilamento nylon 10-0 DERMALON.

Apbs a recuperagao anestesica, 0s animais foram mantidos nas mesmas

condictes daqueles do grupo anterior,
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3. GRUPO PARA OBSERVAGOES DA REGENERAGAO ESPONTANEA

Os procedimentos para anestesia, assepsia e exposicdo do nervo ciatico
foram os mesmos citados anteriormente. O nervo cidtico esquerdo foi
seccionado e mantido em seu leito, preservando-se uma fenda de 5 mm entre

suas exiremidades.

Em todos os grupos experimentais, apds os procedimentos cirurgicos,
realizou-se a sutura dos planos muscuiar e cutédneo, com fio de algodaoc 6-0
(ETHICON). Os animais foram mantidos no Bioterio do Departamento de

Anatomia do instifuto de Biologia da UNICAMP, com racéo e agua ad /ibitum.

4, GRUPO CONTROLE
Os animais desse grupo, apesar de ndo terem sofrido intervengéo

cirurgica, permaneceram sob as mesmas condigdes daquelas dos demais

grupos experimentais.

5. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E RETIRADA DO MATERIAL

Apds o periodo de sobrevida de 50 dias, os animais foram anestesiados

com uma mistura de 1.1 de cloridrato de cetamina (Ketalar™ - 50 mg/ml) &
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cloridrato de tiazina (Rumpun® -2 g/100ml) em dose de 0,3 mi/100g de peso

corporal.

O nervo ciatico esquerdo foi exposto e fixado in sifu 4 4°C, durante 10
minutos com fixador Kamovsky (1965) madificado, contendo 1% de
paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tamp&o cacodilato de sodio a 0,1M,

pH 7.3

Os nervos ciaticos dos animais dos grupos | e il foram retirados e em
seguida divididos em 3 porgbes correspondendo a: 1) regido do coto proximal,
2) regido do retatho, e 3) regido correspondente ao coto distal. Estas porgbes
foram identificadas a partir dos pontos de sutura que permaneceram no local,

desde a realizagdo das cirurgias,

Os animais do grupo [l também tiveram o nerve ciatico dividido nas
porches proximal, intermediéria e distal, porém a determinacéo destas porgdes
se deu pela caracteristica do tecido que interpunha os cotos nervosos, que se
apresentava como um fino cabo de unide, em alguns animais, ou como uma

massa semelhante a um neuroma, em outros.

Os animais do grupo controle tiveram o nervo cidtico esquerdo
seccionado na regido correspondente ao enxerio nos demais grupos

experimentais.

Os fragmentos do nervo ciatico dos animais dos 4 grupos experimentais
foram mantidos em solu¢ao fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pds-fixados
em tetréxido de Gsmio a 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.3, por

duas horas, imersos em uranila 5% durante 24 horas, desidratados em
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solugbes crescentes (30% a 100%) de acetona e incluidos em resina Araldite

(UEGAMA).

Foram obtidos cortes transversais de 1 um com navalha de vidro, em
ultramicrétomo  LKB, que foram corados com azul de toluidina a 1%, em
solug@o agquosa de borax a 1%, para microscopia optica. Cortes ultra-finos
foram obtidos com navalha de diamante e corados com acetato de uranila a

5%, em &gua e citrato de chumbo (REYNOLDS™, 1963).

6. ANALISE QUANTITATIVA

A andlise quantitativa foi realizada utilizando-se umn método de contagem

por amostragem, descrito a seguir:

Os cortes semi-finos foram fotografados em fotomicroscopio CARL
ZEISS, obtendo-se a imagem do corte transversal com objetiva de 6.3x, o que

permitiu calcular a area total do nervo através das fotos.

Em seguida fotografou-se também 5 campos em cada corte transversal,
aleatoriamente distribuidos, com objetiva de 100x, a partir do que se pdde

calcular a area de cada campo.

Esse procedimento envolveu 08 ¢otos proximais e distais dos grupos de

enxerto de nervo e musculo, bem como 08 nervos controls.
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Quando o nervo apresentava dois ou mais fasciculos, suas areas eram
calculadas separadamente e posteriormente somadas para se obter a area

total.

As medidas das fotos (em mm?) foram informadas a um computador
DIGITAL - DEC pc 333 sxLp, acoplado a uma mesa digitalizadora Summa
Sketch Hf - professional Summagraphics. Apods a calibragdo do equipamento,
este pbde calcular a proporgdo entre os dois diferentes aumentos, obtendo-se

as areas do nervo como um todo e de cada campo analisado.

Em seguida foi feita a contagem simples de cada axdnio, em todos os

campos analisados, com 0 auxilio de um contador digital.

QO valor da amostra foi obtido dividindo-se a somatdria da area dos 5
campos pela area total do nervo, multiplicando-se por 100 para se chegar a

parcentagem da amostra, que foi de 5%.
Exemplo; Area total do nervo = 5.08782 mm’®
¥a campos = 0.258 mm?
0.258 : 5.08782 x 100 =5.0%
portanto, 5.0% &€ o valor da amostra

Através de regra de trés simples, muitiplicando-se o namero de axdnios
presentes na amostra por 100 e dividindo-o pelo valor da amostra, obteve-se a
estimativa do numero de axOnios presentes em cada regido do nervo

estudado,

Diante do valor da amostira, a soma do nidmeroc de axdnios contados
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em cada campo correspondeu ao fotal de axdnios presentes na amostra

ou seja.
409 ax0nios ~—mw—rmwe-- 5.0%
X e - 100%
X = 8.180 axdnios

O grupo de regenerag@o espontdnea ndo foi submetido a andlise
morfométrica, uma vez que a regeneracédo axonal foi absolutamente precaria,

restringido-se a raros axonios de didmetro reduzido,

7. TRATAMENTO ESTATISTICO

Apds a obtengéo da area de cada campo em relac@o & area total do
nervo, bem como do numere de axdnios em cada campo, as médias do nimero

de axdnios dos cotos proximal e distal de cada nervo foram calculadas.

De posse desses dados, aplicou-se o "teste F” e em seguida o “teste de
Tukey”, que permitiu estabelecer a diferenca minima significante, ou seja, a
menor diferenca de médias de amostras que deve ser tomada como

estatisticamente significante, em determinado nivel.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS NO LOCAL DO ENXERTO

Apds 50 dias do implante, as caracteristicas morfolégicas do nervo
regenerado nos animais que receberam enxerto de musculo sdleo e enxerto de
nervo, eram semelhantes enire si. Reconheceu-se faciimente o local do
enxerto, uma vez que se apresentava mais espessadoc e com coloragdo
ligeiramente amarelada em relag@o ao restante do nervo. Chamou a atengao a
maior quantidade de tecido conjuntivo nessa regido, caracterizado pela

aderéncia do nervo aogs tecidos vizinhos (Fig. 2).

No grupo de regeneraco espontdnea, os aspecios macroscopicos do
nervo ciatico, de um modo geral, mostraram perda de rota, neuroma e fibrose.
Estes achados foram confirmados na andlise histologica. Alguns animais
apresentavam um ‘cabo” de regeneracdo delgado unindc as duas
extremidades do nervo. Outros animais tinham © nervo cidtico se dirigindo
diretamente aos musculos da coxa, ¢ que tambem foi confirmado na analise
histologica, onde raros feixes de axbnios eram observados em meio as fibras

musculares.
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2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO NERVO NORMAL

Nos sete animais analisados, os aspectos morfologicos acompanhavam
a descricdo da literatura. Foram identificados axdnios mielinicos, cada qual
envolvido pela célula de Schwann e bainha de mielina, bem como grupos de
axdnios amielinicos, onde uma unica célula de Schwann, através de suas
projecdes citoplasmaticas, envolvia varios axbnios desprovidos de mielina.
Tanto as fibras mielinicas quanto as amielinicas eram envolvidas por uma

membrana basal delgada e continua.

Envolvendo exiemamente os fasciculos nervosos observou-se ©
epineuro, que se apresentava vascularizado @ com espessura maior que das

demais bainhas conjuntivas, apresentando mastocitos com relativa frequéncia.

Envolvendo cada fasciculo nervoso se observou o perineuro, constituido
por varias camadas de ceélulas com aspecio fusiforme, dispostas
concentricamente, permeadas por fibras colagenas. Em seu citoplasma
estavam presentes mitocdndrias e muitas vesiculas eletronlucentes dispersas
aleatoriamente. Estas células perineurais se caracterizam pela presenca de

membrana basal .

No endoneuro, foram observados feixes de fibras colagenas,
aparentemente de diametro menor que o colageno epineural, dispostas
paralelamente aos axdnios, além de capilares de didmetro varidvel, porém

menoras que 0s epineurais, e eventualmente, mastdcitos e fibroblasios. A
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ultraestrutura do  axoplasma exibia neurofilamentos, microtlbulos e

mitocondrias, também dispersos aleatoriamente (Figs. 18 ¢ 19).

3. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO COTO PROXIMAL

Nos animais dos irés grupos experimentais as caracteristicas histologicas
foram semelhantes. Foram observadas fibras nervosas mielinizadas que
apresentavam diferentes didmefros, com bainhas de mielina de espessura
variavel (Figs. 4 e 5). A arquitetura geral, bem como a ultraestrutura das fibras
nervosas do coto proximal dos animais que receberam autoenxerio de
musculo, mostravam-se no geral deniro da normalidade. Contudo, em alguns
animais, foram observados alguns axdnios em degeneracao. Este quadro ndo
difere daquele visto para 0S5 casos em gue 08 animais receberam autoenxerto
de nervo, bem como nos de regeneragdo esponténea . A degeneragio
caracterizava-se por sinais de retragdo e desintegracio da bainha de mielina,
seguida por segmentacao do axoplasma e rompimento das mitocOndrias (ver

figuras 6 e 7).

4. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DA REGIAQ DO ENXERTO

A regeneragdo axonal ocorreu em todos os animais dos grupos de

enxerto de musculo e de enxerto de nervo.

As fibras nervosas se apreseniaram tipicamente distribuidas, com
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formagdo de minifasciculos. Estes apresentavam um ndmero variavel de
axdnios em seu interior, mais agrupados no ceniro do enxerto que
perifericamente (Figs. 8 e 9). Envolvendo cada minifasciculo se observava

células semelhantes as células perineurais (Fig. 8).

Alguns ax0nios mostravam sinais de degeneracdo, definidos pela
retracdo da bainha de migling, além do aumento do numero de vasos
sanguineos e células de Schwann. A microscopia eletrénica observava-se a
retracdo da membrana axolemal em relagio a camada mais interna da bainha
de mielina, aumento da eletrondensidade do axoplasma e desintegragao da
bainha de mielina. O didmetro dos axnios e espessura das respectivas
bainhas de mielina eram visivelmente menores ao nivel dos enxertos, em
relacdo ao coto proximal {comparar Figs. 4 e 5 com Figs. 8 e 9). Observou-se
também a presenca de alguns mastécitos, No mais, 08 axbnios mostraram-se
normais, © axoplasma se apresentava constituide de neurofilamentos,

microtUbulos e mitocondrias (Figs. 10e 11 ).

5. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO COTO DISTAL

Houve recolonizagéo do coto distal em todos os animais dos grupos de
enxerto de musculo e enxerto de nervo. Os cotos distais se mostraram
reorganizados em fasciculos, envolvidos pela bainha perineural. As células
pefineurais estavam dispostas concentricamente ao redor dos fasciculos,

formando varias camadas, intercaladas por fibras colagenas.
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O epineuro que envolvia esses fasciculos estava composto por fibras
colagenas, com disposicdo longitudinal ao nervo, além de fibroblastos e vasos
sanguineos. Em alguns casos, evidenciou-se a presenca de minifasciculos no

epineuro. O endoneuro mostrou maior quantidade de colageno.

Foram observadas fibras nervosas mielinicas com menor diametro e
bainhas de mielina mais delgadas em rela¢do ac colo proximal, porém, a
disposicdo geral dessas fibras era semelhante ao nervo normal, estando

ausentes os minifasciculos (Figs. 12, 13, 14 ¢ 15). Observar também fig. 16.

Foi possivel perceber nitidamente as diferencas entre coto proximal,
regido do enxerio e coto distal dos dois primeiros grupos experimentais,
comparados entre si e com o controle (Figs. 4 ¢ 5; 8 e 9; 12 e 13). Observar

também Fig. 20,

Para o grupo de regeneragdo espontanea, em geral, houve um pobre
crescimento axonal. Apesar da presenca de minifasciculos na regido
correspondente ao espaco deixado entre os dois cotos nervosos, os axonios

ndo recolonizaram o coto distal, na maior parte dos casos (Fig. 17).

Em apenas um dos cinco animais estudados, houve recolonizacdo do
coto distal, que apresentou axonios miglinicos organizados em trés fasciculos,
envolvidos por perineurc e epineuro, sendo que varios axtnios mostraram
sinais de degeneragdo. Chamava a aleng@o a presenca de mastocitos,

indicando uma possivel reagéo inflamatdria no local.

Um dos casos permitiu observar um pequeno grupo constituido de &

axfnios, em meio a grande quantidade de tecido adiposo. Nao era possivel
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observar o perineuro envolvendo esses axonios. Em dois casos, observou-se

pequenos feixes de fibras mielinizadas, envolvidos por perineure e varios
axdnios mostravam sinais de degeneraco. Esses se localizavam no intersticio
de células musculares. Num outro caso, cobservou-se a formacdo de trés
fasciculos, envolvidos por perineuro, porém mostrando extensa proliferagéo de

tecido fibroso. Agui também havia presenca de mastocitos.

6. ANALISE QUANTITATIVA

0O coto proximal do nervo dos grupos de enxerto de nervo e enxerto de
musculo, foi avaliado e comparado ao grupo controle. Observou-se uma
diferenga significativa na meédia de axdnios entre o grupo de enxerto de nervo
(11039,00 + 1943,69) e o controle {8012,57 + 351,64) , ao nivel de 1% de
probabilidade, porém, apesar de haver maior nimero de axdénios no grupo de
enxerto de nervo (11039,00 + 1943,69) que no enxerto de musculo (9245,14 +

713,07), essa diferenga néo foi significativa ao mesmo nivel de probabilidade.

A mesma avaliago se fez para o coto distal, onde se observou que a
média do niamero de ax6nios no grupo de enxerto de nervo (1359243 +
1420.04) ¢ no grupe de enxerto de musculo (13792,57 = 1145,10) eram
estatisticamente diferentes da média do grupo controle {(8012,57 + 351,64), ao

nivel de 1% de probabilidade. Porém, ndo houve diferenca significativa entre

os grupos de enxerto de nervo e enxerto de muasculo neste nivel.
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No grupo de enxerto de musculo, a média do nimero de axénios no
coto distal era maior (13792,57 £ 1145,10) e estatisticamente diferente do coto
proximal (9245,14 +713,07) e do controle (8012,57 + 351,64), ao nivel de 1%
de probabilidade.

O grupo de enxerto de nervo tambem foi analisado, sendo que o coto
distal apresentou um numero médic de axdnios maior (1359243 £
1420,04) e estatisticamente diferente do coto proximal (11038,00 + 1943,69)
e do controle (8012,57 + 351,64}, éo nivel de 1% de probabilidade.

Os resuliados quantitativos foram expressados na tabela 1, a sequir:
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Tabela 1. Numero de axdnios por tratamento

Enxerto Musculo Enxerto Nervo Controle
Repeticdo CPM CDM CPN CDN CN

1 8620 11833 10955 13577 8162

2 9041 14163 12594 135607 7914

3 8451 14725 8303 11893 8180

4 8909 13145 11545 14348 8594

5 89269 13730 12245 12441 8035

6 10196 13564 13155 13126 7550

7 10230 15388 8476 16255 7653
média 9245,14 13792,57  11039,00 1359243  8012,57

desvio 713,07 1145,10 1943,69 1420,04 351,64
CV. 7,71 8,30 17,61 10,45 4,39
Legenda:

CPM : coto proximal - enxerto de muasculo
CDM : coto distal ~ enxerto de musculo
CPN coto proximal - enxerto de nervo
CDN : colo distal - enxerto de nervo

CN : controle
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FIGURAS
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Fig. 1 - Aspecto poés-cirurgico do implante de musculo previamente tratado
com o anestésico. Observar os pontos de sutura (setas retas).
Aumento 15x.

Fig. 2- Nervo ciatico regenerado apds 50 dias do enxerto muscular.
Observar que a regiao do enxerto pode ser delimitada pelos pontos
de sutura presentes (setas retas). Aumento 15x.






Fig. 3 - Aspecto histolégico do musculo séleo 24 horas apos a inje¢cdo de
cloridrato de lidocaina. Observar auséncia de conteudo
sarcoplasmatico na maioria das fibras (cabega de seta). HE. 400x.



48



Fig. 4 - Corte transversal do coto proximal do nervo ciatico de rato (GRUPO
DE ENXERTO DE MUSCULO). Observar a distribuigcdo das fibras
nervosas, o diametro dos axdnios e espessuras variaveis das bainhas
de mielina. Notar também vaso sanguineo (V) e ax0nios em
degeneracgédo (setas retas). Tetroxido de 6smio. Aumento 230x.

Fig. 5- Corte transversal do coto proximal do nervo ciatico de rato (GRUPO
ENXERTO DE NERVO). Observar a disposi¢cdo das fibras nervosas,
varios axdnios em degeneragéo (setas retas) e vaso sanguineo (V).
Tetroxido de ésmio. Aumento 230x.






Fig. 6 - Micrografia eletronica do coto proximal do nervo cidtico de rato
(GRUPO DE ENXERTO DE MUSCULO). Observar axénios mielinicos
(Mie), ax6nios amielinicos (%), célula de Schwann (S), axénio em
degenerac@o (seta reta) e colageno (COL). Tetréxido de ésmio.
Aumento 5.076x.

Fig. 7 - Micrografia eletronica do coto proximal do nervo cidtico de rato
(GRUPO DE ENXERTO DE NERVO). Observar axdnios em
degeneragdo com evidente desintegracdo da bainha de mielina
(setas curvas) e nucleos de Schwann (S). Tetroxido de ésmio.
Aumento 6.490x.






Fig. 8 - Corte transversal do nervo ciatico regenerado ao nivel do enxerto de
musculo. Observar formagéo de minifasciculos, perineuro (seta reta)
e vaso sanguineo (seta curta). Tetroxido de ésmio. Aumento 230x.

Fig. 9 - Corte transversal do nervo ciatico regenerado ao nivel do enxerto de
nervo. Notar minifasciculos (setas curtas). Tetréxido de 6ésmio.
Aumento 230x.






Fig. 10 - Micrografia eletrébnica mostrando minifasciculos ao nivel do enxerto
muscular. Observar o interior de um minifasciculo contendo varios
axonios mielinicos (Mie) e amielinicos (%), nucleo da célula de
Schwann (S) e nucleo de célula perineural (P). Tetréxido de ésmio.
Aumento 11.850x.

Fig. 11 - Micrografia eletrénica mostrando o nucleo da célula perineural (P) e o
axoplasma com microtubulos, neurofilamentos e mitocondrias (AXP),
ao nivel do enxerto muscular. Tetroxido de ésmio. Aumento 11.850x.
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Fig. 12 - Corte transversal do coto distal do nervo ciatico (GRUPO ENXERTO
DE MUSCULO). Observar distribuicdo caracteristica dos axoénios
mielinicos (setas retas), vasos sanguineos (V). Tetroxido de ésmio.
Aumento 230x.

Fig. 13 - Corte transversal do coto distal do nervo ciatico (GRUPO ENXERTO
DE NERVO). Notar distribuigdo dos axonios mielinicos (setas retas) e
vasos sanguineos (V). Tetroxido de 6smio. Aumento 230x.
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Fig. 14 - Corte semifino ao nivel do coto distal do nervo ciatico (GRUPO
ENXERTO DE MUSCULO). Observar diametro dos axdnios e
espessuras das bainhas de mielina, axénios em degeneragéo (setas
retas). Tetroxido de 6smio. Aumento 575x.

Fig. 15 - Corte semifino ao nivel do coto distal do nervo ciatico (GRUPO
ENXERTO DE NERVO). Observar axonios regenerados (setas
curtas), axonios em degeneracgdo (setas longas), mastécito (cabega
de seta). Tetroxido de 6smio. Aumento 575x.






Fig. 16 - Micrografia eletronica do coto distal do nervo ciatico (GRUPO
ENXERTO DE MUSCULO). Observar axoénios mielinicos (Mie),
axonios amielinicos (%) e nucleo da célula de Schwann (S).
Tetroxido de 6smio. Aumento 13.035x.

Fig. 17 - Corte transversal do nervo cidtico (GRUPO DE REGENERAGAO
ESPONTANEA), ao nivel do segmento distal. Observar auséncia de
fibras nervosas e varios nucleos de fibroblastos (setas retas) e
mastocitos (setas curvas). Tetroxido de 6smio. Aumento 230x.






Fig. 18 - Micrografia eletronica (GRUPO CONTROLE). Observar axénios
mielinicos (Mie), grupos de axdnios amielinicos (%), nucleos de
Schwann (S) e colageno endoneural (COL). Tetroxido de ésmio.
Aumento 10.500x.

Fig. 19 - Micrografia eletrénica do nervo ciatico normal. Observar o perineuro
(setas retas), axénio mielinico (Mie) e o nucleo da célula de Schwann
(S), grupo de axdnios amielinicos () e colageno (COL). Tetroxido de
6smio. Aumento 16.500x.






Fig. 20 -

Aspecto da regido do enxerto nos grupos de enxerto de musculo (A)
e enxerto de nervo (C), bem como do coto distal do grupo de
enxerto de musculo (B) e enxerto de nervo (D), em relagéo ao grupo
controle (E). Observar a disposigdo das fibras nervosas, o calibre
dos axonios e espessuras de bainha de mielina. Tetroxido de
Osmio. Aumento 179,4x.
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DISCUSSAO

1. RETALHOS MUSCULARES JA UTILIZADOS

Conforme mencionado anteriormente, o objetivo deste trabalho foi
estudar a eficacia do autoenxerto de musculo esquelético, preparado a partir
de injecbes de anestésico local. A viabilidade do autoenxerto de musculo
esqueletico ja foi anteriormente comprovada e o que se pretende agora €
demonstrar o sucesso da regeneragaco axonal. Para isso, estudamos
comparativamente a regeneragdo axonal atraves de autoenxerto de lamina

basal muscular e autoenxerto de nervo.

Até recentemente, a literatura mostrava basicamente a existéncia de dois
metodos para o preparo do enxerto de musculo. O primeiro deles, preconizado
por KEYNES™ et al., (1984), e o segundo, mais comumente empregado, que

foi desenvolvido por GLASBY® et al., (1986a).

O emprego de fragmentos de musculo esquelético para o reparo de leséo
nervosa fundamenta-se nos trabathos de SANES¥ et al., (1978), e de IDE™ et
al.,, {1983). Eles observaram que duranie a reinervacdo havia um intenso
brotamento axonal no musculo desnervado, o que os levou a considerar que a
membrana basal da fibra muscular, ou substancias a ela associadas, teriam
papel fundamental em estimular e direcionar os cones de crescimento para Qs
locais onde havia jungbes neuromusculares. Em 1983, IDE® et al,

observaram que os axonios regeneravam-se no interior dos tubos de
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membrana basal das células de Schwann e admitiram haver semelhancas
guimicas entre a membrana basal das células de Schwann e aquela das fibras

musculares. E nessa idéia que se baseia o presente trabalho.

O método estabelecido por KEYNES™ et al., (1984), consistia em
submeter o fragmento muscular a tratamento quimico, pela imerséo deste em
agua destilada a 0°C por 15 minutos, enxaguando-c em uma mistura de cloreto
de calcio a 10 mM e imidazol a 2 mM {pH 7.2}, permanecendo embebido nesta
mistura por 2 horas. Em seguida, o fragmento muscular era enxaguado em
uma mistura de cloreto de potassio a 30 mM e tampéo Tris a 3 mM (pH 8.2),
parmanecendo imerso nesta solugdo durante toda a noite. Logo apds, o
fragmento era transferido para uma solugdo 0,09% de trietanolamina {pH 8.7 a
9.0) e nela mantida por um periodo entre uma e duas horas em temperatura
ambiente. Entretanto, este procedimento ndo era suficiente para a remogao de
todo o contelddo sarcoplasmatico. Para completar a remogdo, se fazia
necessaria a compressao do musculo entre duas superficies planas. Com esse
procedimento, observaram ¢ crescimento coaxial das fibras nervosas no
interior dos tubos de membrana basal muscular. Porém, o inconveniente deste
método € que promovia um asvaziamento de apenas 50% do mioplasma, além
de ser muito trabalhoso e demorado, o que levou aos préprios autores

afirmarem a necessidade de aperfeicoar a técnica de preparo do retalho.

Dois anos mais tarde, GLASBY™ et al., (1986a), preconizaram um novo
metodo para a obtengdo do enxerte de Iamina basal. Este método consistia em

mergulhar um fragmento de musculo em nitrogénio liquido e, em seguida,
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enxagua-lo em agua destilada estéril. Este procedimento provoca um choque
térmico e osmético do fragmento muscular, separando a fibra muscular de sua
membrana basal, com consequente remogdo do contetdo sarcoplasmatico e
preservacao da rﬁembrana basal. Atualmente, este é o método mais utilizado,
pois permite recolonizacdo satisfatoria da porgdo distal do nervo. Porém,
durante o processo de congelamento, ocorre retracdo de cerca de 50% do
fragmento muscular, além do que este se torna friavel, o que dificulta a

realizacdo da sutura.

Considerando estas dificuldades, SOMAZZ™, (1994), sentiu-se motivado
a estudar a possibilidade de se criar um novo método de confecgio do enxerio
muscular que fosse menos trabalhoso e que pudesse ser realizado "in vivo”.
Este pesquisador preconizou o método de obtengéo do enxerto através de

injectes de um anestésico local (cloridrato de lidocaina).

Neste trabalho demonsiramos que a obtencdo de retathos musculares
através da injecdo de anesiésicos locais apresenta algumas vantagens em
relagdo aos métodos anteriormente descritos: a) ndo ha retracio exagerada do
fragmento muscular; b) a sutura & feita com relativa facilidade, uma vez que 0
material se mantem consistente; ¢) ndo ha necessidade de esvaziamento
complementar por processos fisicos; d) nao € preciso dispor de acessorios
relacionados a manutencdo do nitrogénio liquido; e) diminui-se o risco de
contaminagdo, uma vez que o preparo do fragmento n&o ocorre por

procedimentos laboratoriais (congelamento ou tratamento quimico).
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2. BASES BIOLOGICAS DA IDEALIZAGAO DO RETALHO A PARTIR DE

INJECOES DE ANESTESICOS LOCAIS

O método por nos empregado, fundamenta-se no fato de que os
anestésicos locais sdo potentes agentes miotdxicos, capazes de produzir
extensa e rapida necrose das fibras musculares esqueléticas. E bem sabido
que apds os primeiros minutos da injecdo do anestésico ocorre mionecrose,
cuja extens@o e intensidade dependem da concentracdc e do volume de
anestésico injetado. O processo de mionecrose tem inicio com a leséo do
sarcolema, havendo uma entrada subita de grande quantidade de fons calcio
extracelular para o sarcoplasma, o que acarreta uma hipercontracéo das
miofibrilas, com consequente degeneracéo das fibras musculares. A entrada
dos ions calcio deve-se ao fato de que no meio extracelular sua concentragio
& cerca de 10.000 vezes maior que no sarcoplasma, onde a concentracio de

célcio livre é de 107M (FARBER™, 1982).

E bem estabelecido que o processo inflamatdrio inicia-se algumas horas
apods a injecdo do anestésico, com predominio de neutréfilos e, em seguida,
macrofagos. A intensidade da lesdc e da resposta inflamatéria sé&o
dependentes da concentragdo e volume do anestésico, bem como do tipo de
anestésico empregado. Apesar destas variagBes, aceita-se no geral que por
volta da sexta hora apos a injegéo, inicia-se a remogdo do material necrdtico e,
em 24 horas, praticamente todo este material é removido. Trabalhos prévios

tem demonstrado que o cloridrato de lidocaina a 2% também é capaz de
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provocar esse efeito. Em que pese a intensa mionecrose, a membrana basal

permanece integra (NONAKA® et al., 1983).

Depois de removido o material necrético, permanece apenas o envoltério
de membrana basal das fibras musculares e fragmentos sarcolemais (Fig. 3).
Isso permite a obtencéo de tubos de membrana basal muscular semelhantes
aqueles produzidos pelo método quimico de KEYNES®™ et al., (1984), e fisico

de GLASBY* et al., (1986).

Apesar de contar com as vantagens anteriormente descritas, a obtengao
do retatho muscular pelo método aqui exposto apresenta um ponto a ser

considerado: trata-se do processo de regeneracéo muscular,

A capacidade de regeneracdo muscular parece estar estreitamente
relacionada a sobrevivéncia das células satelites. Isso tem sido observado
depois de lesBes intensas como aquelas consequentes a fragmentagéo do

mUsculo e em transplantes musculares livres (CARLSON™, 1986).

Segundo REGER & CRAIG™, (1968), a célula satélite @ mononucleada e
fusiforme, localizada entre 8 membrana basal e o sarcolema, do qual &
separada por um espace de 15-20 nm. MAURQ®, (1979), verificou que sua
localizacBo e aspecto se confundem aqueles dos nuacleos das fibras
musculares, o que dificulta a avaliag8o de suas condigbes funcionais até
measmo em microscopia eletronica. Dessa forma a observacdo da viabilidade
ou ndo da célula satélite é dificit de ser feita, n&o sendo possivel concluir do

presente trabatho gue as células satélites estdo inviabilizadas.

Considerando-se a capacidade de resisténcia das células satélites, um
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ponto importante no desenvolvimento desse trabalho foi o de utilizar dose e
concentracdo do anestésico que inviabilize a proliferacéo das mesmas, Neste
trabalho, n&o investigamos a necrose das células satélites, porém, nossos
resultados sdo bastante claros no sentido de que, de alguma forma, houve
inibico da proliferagdo das células satélites, o que foi comprovado pela

auséncia de regeneragdo muscular no local do enxerto.

SOMAZZ™, (1994), mostrou que para o musculo sbleo, a dose de 0,1 ml
de cloridrato de lidocaina a 2%, pefmite obter exiensa mionecrose com
remogio de praticamente todas as fibras necrdticas, num tempo de 24 horas
apbs a injec@o do anestésico. Observou que durante este periodo, estava
presente no musculo um infiltrado inflamatério e as antigas fibras musculares
estavam circundadas por ténues estruturas interpretadas como sendo a
membrana basal e restos do sarcolema.

Ficou ent&o estabelecido que o método de utilizagéo de anestésico local
promovia extensa necrose muscular, garantindo a presenga dos tubos de
membrana basal praticamente "vazios”. Os brotos axonais originarios da
porgdo proximal do nervo ciatico lesado puderam crescer através destes tubos
& recolonizar a porgao distal. Vale salientar que n&o se observou a presenga
de fibras musculares regeneradas ao nivel do retalho muscular, 0 que permitiu
a0 autor supor que, de alguma forma as células satélites foram impedidas de
se diferenciar ou até mesmo sobreviver apods a agao do cloridrato de lidocaina
a 2% (SOMAZZ®, 1994)

Baseados nesses achados, obtivemos enxerios de membrana basal

muscular, utilizando o cloridrato de lidocaina a 2%, por ser um método rapido,

63



que promove a evacuacao do sarcoplasma de forma efetiva, através de um
processo inflamatorio que leva a remocéo in vivo do contelido sarcoplasmatico.
Em consequéncia da necrose das fibras musculares, este meétodo permite

obter tubos de membrana basal "vazios”.

3. SOBRE A REGENERAGCAQ AXONAL

No presente trabalho, a avaliagdo da regio do enxerto mostrou a
presenca de axdnios mielinicos, organizados na forma de minifasciculos, cada
um formado em média por 6 a 12 axbnios (Figs. 8 e 9). Resultados
semelhantes foram obtidos por KEYNES™ et al., (1984) e GLASBY® et al,,
(1986a), que utilizaram tratamento quimico e fisico, respectivamente, dos

enxertos musculares.

A disposigdo dos axbnios no interior dos minifasciculos ¢ peculiar de
rnervos regenerados, independente do material de enxerto empregado.
GSHMEISSNERY et al., (1990), verificaram que uma falha no perineuro ou sua
ruptura parecia fornecer um estimulo para a compartimentalizagdo. Para
muitos autores, a compartimentalizagdo € considerada uma expressao
anatomica do mecanismo desltinado a restabelecer o ambiente endoneural

(MORRIS® et al., 1972; GLASBY* et al., 1990; GSHMEISSNER™ et al., 1990),

Observou-se também que no cenfro do enxerto havia maior numero de
fibras nervosas em regeneracdon, agrupadas em minifasciculos gque se

dispunham de forma mais agiomerada em relacéo a periferia do enxerto, onde



havia minifasciculos menores, individuais e mais espacados, Segundo
GSHMEISSNERY et al., (1990) e GATTUSO?*® et al., (1988), o nimero de
celulas e axonios incluidos em cada minifasciculo parece ser determinado pela
sua posicdo deniro do enxerto, sendo maior o nimero de minifasciculos no

centro do enxerto.

Cada minifasciculo era envolvido por células semelhantes as células
perineurais, dispostas concentricamente ao redor destes. Estas células
perineurais favorecem um ambiente endoneural apropriado, facilitando a
maturagdo das fibras (GATTUSOY® et al, 1988), além de fornecer uma
barreira de difusdo enire os espagos exiracelular e endoneural (HUXLEY &
STAMPFLI®, 1951; SHANTHAVEERAPPA & BOURNE™®® 1962, 1963,

1968).

Segundo GSHMEISSNER™ et al., (1990}, os axdnios em regeneracdo e
suas respectivas células de Schwann se tornam rodeados por uma armagao
frouxa de finos processos celulares, que a principic se assemelham a
fibroblastos e, em estagios mais tardios, estas células produzem uma
membrana basal, exibindo todas as caracteristicas morfologicas de
verdadeiras células perineurais. A origem destas ceélulas ¢ ainda incerta,
embora os fibroblastos endoneurais ou células de Schwann néo diferenciadas,

sejam seus possiveis precursores.

Mo presente frabalho, a constatacdo de gue o enxerto muscular foi bem
sucedido se deu pela avaliacdo qualitativa, atraves da analise histologica, e

pela contagem dos axdnios mielinicos. Os resultados mosiram que, no grupo
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que recebeu enxerto de musculo, © nimero médio de axdnios presentes no
coto proximal do nervo foi de 824514 (£ 713,07) enguanto que o numero
medio encontrado no coto distal foi de 13792,57 (+ 1145,10). Estes numeros
mostram que os brotos axonais do coto proximal conseguiram atravessar o
enxerto e atingir o coto distal, como ocorre nos enxertos de nervo tradicionais.
Por sua vez, nos animais submetidos a autoenxerio de nervo, o nimero médio
de axdnios no coto proximal foi de 11039,00 (+ 1943,69) ao paéso que no coto
distal foi de, 1359243 (+ 1420,04), comprovando a recoloniza¢ac do colo

distal.

Um dado importante deste trabalho resulta da comparagao do numero de
axonios nos cotos distais dos dois grupos experimentais {Grupo de enxerto de
musculo e enxerto de nervo). Nossos resultados mostram que, no primeiro
caso, o numero de axdnios foi de 13792,57 (+ 1145,10), & no segundo caso, foi
de 1359243 (+ 1420,04). Apesar dessa diferenga numérica, a analise
estatistica mostra que ndo houve diferenga significativa ao nivel de 1% de

probabilidade, entre 0s dois grupos estudados.

Esses dados demonstram que a eficacia da regeneragdo axonal € da
mesma ordem de amplitude daquela observada nos autotransplantes de nervo,

realizados por outros autores.

Neste frabatho, o nimero médio de axdnios para ¢ grupo controle
(8012,57) foi compativel com os achados de SCHMALBRUCH®™, (1986), que
obteve uma media de 746925 axOnios em nervo ciatico de ratos Wistar

normais.
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Apds secgdo de um nervo, os axdnios da porgdo proximal originam
varios brotos que crescem no interior dos tubos de membrana basal da céluia
de Schwann (IDE® et al., 1983; KEYNES™ et al., 1984; GLASBY®, 1990; IDE &
KATO™, 1990).

Desta forma, o ndmero de axdnios na porgéo distal a les&o € superior em
relagdo & porgéo proximal, apds certo tempo do procedimento cirargico. Em
trabathos utilizando tubulizagao, verifica-se que apds 3 a 4 semanas, axdnios
amislinicos associados as celulas de Schwann comegam a invadir o coto
distal. Apds 5 a 6 semanas, verifica-se fambém axbnios mielinicos (FIELDS &

ELLISMAN®, 1986; LE BEAU™ et al., 1988).

A literatura referente & regenerag8o nervosa periférica aponia vérios
autores gue realizaram estudos gquantitativos em diferentes espécies animais e
em nervos distintos. De um modo geral, o fendmeno de brotamento axonal
ocorre, sendo que apds o estabelecimento da conexdo com o 6rgéo alvo, ha
um decréscimo no nimero de axdnios presentes no nervo e os valores finais

chegam a ser inferiores ao controle.

A contagem dos axdnios apds 50 dias da cirurgia demonstra que ©
fendmeno de brotamento axonal ainda esta ativo, portanto, espera-se gue esse

numero venha a diminuir com tempos de sobrevida maiores.

Embora ndo se tenha procedido a andlise morfométrica, notou-se que o
didmetro dos axinios e a espessura das bainhas de mielina, no local do

enxerto e no coto distal, s8o menores em relagdo ao coto proximal,
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GUTMANN & SANDERS®, (1943), mostraram que a recuperagdo dos
digmetros normais das fibras nervosas pode ocorrer apds lesdo por
compressao, porém, ap0s fransecgdo e reparo do nervo, mesmo sob
condigbes ideais em laborat6rio, a medida exata de maturacéo em relacdo ao
didmetro do axdnio e espessura da bainha de mielina, nunca foi alcancada.
Contrariamente, CRAGG & THOMAS™, (1964), observaram que mesmo apos

compressao, o diametro da fibra alcangava apenas 89% dos valores confrole,
depois de um ano, em coelhos. SCHRODERY, (1972), mostrou que apds
compressao, no rato, embora o diametro dos axdnios alcangasse os valores
controle aos 6 meses apds a cirurgia, a espessura da bainha de mielina era de
apenas 79% do valor normal, apds 1 ano.

Segundo GATTUSOY* et al., (1988), em ratos submetidos a enxerto de
musculo tratado pela técnica de congelamento-descongelamento, a
porcentagem de recuperagfo do didmetro das fibras em relacdo aos valores
controle foi de 81% para a regido do enxerto e 83% para o nervo distal. Quanto
a espessura das bainhas de mielina, estes valores foram de 68% no enxerio e

78% no nervo distal, Segundo os autores, estes resultados sdo melhores, ou
pelo menos comparaveis, aos resultados estabelecidos por outros autores e,
provavelmente, muito superiores aos resultados obtidos apds “cabo de
anxerto”. MACKINNON® et al., (1986), realizando enxerto de nervo em ratos,
também observaram que o numero de fibras nervosas foi maior na regi&o do
erxerto e no nervo distal, em relagdo a porgéo proximal, porém estas fibras
eram de menor digmetro. Portanto, embora ndo tivessemos procedido a

mensuracdo de outros parametros que avaliam a regenerag8o, ¢Omo a
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aspessura da bainha de mielina, didmetro axonal, raz@o G, efc, € de se
esperar que esses parametros sejam diferentes do grupo controle.

Os resultados aqui obtidos apontam a eficiéncia do método de tratamento
do enxerto muscular utilizando o cloridrato de lidocaina a 2%, uma vez que
nao ha diferenga significativa enitre a media de axonios nos cotos distais dos
grupos de autoenxerto de musculo e autoenxerto de nervo.

E oportuno considerar-se algumas vantagens da utilizacdio do enxerto
muscular em relagdo ao enxerio de nervo, destacando a organizacéo da
lBmina basal muscular, com uma série de tubos paralelos envolvendo
individualmente cada fibra muscular. Essa lAmina basal, além de apresentar
semelhancas quimicas com a lamina basal das células de Schwann, fornece
uma grande area de superficie atraves da qual os cones de crescimento
podem migrar no sentido do maior eixo dos tubos, cujo didmetro normalmente
& maior que o das fibras nervosas mais calibrosas de um nervo periférico
(IDE* et al., 1983; IDE®, 1984; TOHYAMA & IDE'®, 1984; TOHYAMA'™', 1985;
GLASBY®', 1990). Essa estrutura muscular facilitaria 0 crescimento axonal,
ndo havendo necessidade, como ocorre nos enxertos de nervo, de se construir
“cabos de enxerto” para abranger todo o didmetro do nervo lesado, o que
aumenta a infiltrag@o de tecido conjuntivo.

Ganto a forma de tratamento empregado para a desnaturagdo do
musculo, ¢ uso de cloridrato de lidocaina a 2% ainda aponta vantagens em
relac8o aos demais métodos, por promover necrose rapida e eficiente do
musculo, poupéa-io de retracdo e manter o estado fisico do retatho muscular, o

que permite a realizacgo das suturas sem dificuldades e evila excesso de
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cicatrizac&o. Além disso, € considerado um método simples e rapido, que
provoca necrose muscular in vivo, minimizando 08¢ riscos de contaminagao.

Os resultados obtidos neste trabalho contemplam o objetiva proposto,
porém,; temos a clareza de que o material coletado ainda nos permite a
avaliagdo de outros par@metros que poderdo reafirmar nossas conciusOes,

cujos estudos deverdo ser realizados futuramente.
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CONCLUSOES

e A acfo do cloridrato de lidocaina a 2% provocou o esvaziamento do
conteudo sarcoplasmatico e, aparentemente, ndo alterou a

membrana basal muscular,

s A eficacia da regeneragdo axonal afravés de autoenxerto de
musculo tratado com cloridrato de lidocaina a 2%, € da mesma

ordem daquela observada nos autoenxertos de nervo.

« A conexdo entre 0s cotos nervosos seccionados e importante para a

recolonizaco da porgao distal do nervo.
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ANEXO 1

Gréfico 1: Relacio entre médias de axénios e C.V. nos
grupos de enxerto de misculo, enxerto de nervo ¢ controle
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ANEXO 2

Tabela 2 : Andlise de varidncia com Teste F, dos grupos de enxerto de
musculo g enxerto de nervo

Coeficiente de variagdo | Grau de Liberdade Quadrados Médios
Masculo Nervo
Tratamento 2 64874528.76™ | 54616418.61™
Residuo 18 B847785.57 1972704.96
Total 20 - -

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Tabela 3 : Andlise de variancia com Teste de Tukey, dos grupoes de enxerto de
musculo, enxerto de nervo e controle.

Tratamentos Médias
Musculo Nervo
CP 89245 AB 11039 A
CcD 13792 A 13502 A
CN 80128 8012 B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de

1% de probabilidade
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AXONAL REGENERATION THROUGH MUSCLE BASAL LAMINA

AUTOGRAFT OBTAINED BY LOCAL ANESTHETIC INJECTION

SUMMARY

The aim of the present investigation was to study the efficacy of axonal
regeneration after sciatic nerve cut and repair by muscle basal {amina
autografts. it was done in comparison with axonal regeneration through nerve

autograft.

In one group of animals, muscie basal lamina autograft was obtained by
injecting soleus muscle of adult mice with 2% lidocaine hydrochloride. Twenty-
four hours later a fragment of the injecied muscle was dissected out and
trimmed in order to get a graft big enough to fill a gap of 5 mm. The left sciatic
nerve was then cut and repaired with the graft held by epineural sutures at the
proximal and distal nerve stumps. in another group, a fragment of 5 mm was
dissected out from the left sciatic nerve and replaced at the same site by

epineural sutures.

Fifty days after surgery, animals from both groups (nerve autograft and
muscle basal lamina autograft) were sacrificed and three fragments of the left

sciatic nerve (distal and proximal to the grafted site and the grafted site itself)
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were processed for electron-microscopy.

Ultrastructural analysis showed that there were no differences between
regenerated axons in muscle autograft and nerve autograft. Also the overall
arrangement of the axons at the graft site was in accordance with that

described in the literature.

Quantitative results show that in both cases axons crossed the graft site
and reached distal stump., We noticed that there are no significant differences
on the axonal regeneration between nerve autograft and muscle basal lamina
autograft. On the nerve autograft we observed 13.592 (£ 1420) myelinated
regenerated axons on the distal stump, and on the muscle basal lamina

autograft 13.792 (£1145). These differences were not statistically significant.

We conclude that muscle basal lamina grafts offer conditions that aliow
axonal regeneration in a very similar way to that observed with a regular nerve

autograft.

KEY- WORDS:
1. Muscle - Autograft
2. Nervous system regeneration

3. Nerve - surgery

4. Anesthelic
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