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Nag lesBes nervosas periféricas onde ocorve axotmesie o
reparo ¢ normalmente feito atraves da suturs entre as duas
extremidades. Contude isto sd € possivel se o segmehto
nervoso lesado for de pequena extensio. Em lestes mais
extensas, a sutura cria uma situagBo de tensBo, que
prejudica a irriﬁacﬁo local. Com isto os resultados n¥o sHo
satisfatdrios (TERZIS et al, L975; SUNDERLAND, 1978).

Mo geral, acelita~se que em lesBes onde =a perda de
substlncia ¢ de wmais de 3cm, =2 simples conexiio entre os
cotos nervosos é inadedguada. Nestes casos o reparo cirdrgico
¢ geralmente feito através de um enxerto autdlogo de nervao
periftériceo. Usumalmente um nervo sensitivo origindrio do
proprio paciente subgtitui o segmento nervoso lesado, sendo
o nervo sural mais utilizado como nervo doador (SUNDERLAND,
1978; HURSON et al, 1979; MILLESL, 1982).

| A tédenica do enpxerto autdlogo apresenta limitagies e
inconvenientes, por exempleo, quandeo o nervo lesado for de
calibre maior que 0 nervo sural, torna—-se NECESSATIO o WSO
de varios segmentos do nervo doadaor. Fara isso emprega—se a
tecnica conBecida como "enxerto de cabo”, onde diversos
segmentos do nervo doador sEo suturados uns parvalelos aos
outros entre as extrvemidades do nevrvo lesado. Obviamente com
este método o nimevo de suturas ¢ maior e isto
freqlientemente  leva a  formaglo de uma cicatriz com
conseqliente isquemia na regifio do implante. 0 resultado
fFinal @ que =a regeneracin  axonal geralmente nio ¢é

satisfatoria. ODutras vezes o segmento nervoso perdido € por



demais extenso, £ a "quantidade” do nerve  doador
insuticiente para o reparo. Qutro inconveniente, embora de
menor consequlncia € o fato de que a vemogRo do nervo doador
produz perda da sensibilidade da drea inervada (FAWCETT &
KEYNES, 1986).

liante dessge quadro, diversos labovatdrios t8m-se
empenhado em identificar um elementoc Que possa ser utilizado
na reparacio “nervosa  periférica. As pesquisas  envolven
materiais bioldgicos e nio bipldsicos come, por exemplo:
colagenn, artérias, veias, molédculas de =adesfo celular,
tubos de silicone e polietileno (FIELRS et al, 1989). Além
disto, inclusm-se as pesquisas referentesy nos btransplantes
alogénicos de nervos (ZALEWSKI & GULATI, 4982; IDE et al,
1920; TOHYAHA et al, 4992) ou xenopénicos (0S5AWA et al,
i987). .

Um dos elementos mais promisgores para & substituigio
do ehnxerto nervoso € o misculo esquelético.

A ldéia da utilizaglo de retalbhos musculares no reparo
cirdrgico de nervos periféricos lesados, segundo GLASEY
(192@) remonta & CAUSEY (41955).

Até o presente, a litevatura mostra cevca de dezessete
trabalhos experimentais e wum Erabalho em humanos, onde
enxertos de retalhos musculares foram usados COM SUCESSO NO
reparo da lesRo nervosa periférica.

Na realidade o 4que interessa guande se utiliza o
retalho muscular s&o o8 “tubos de membrana basal” do

misculo, pordque € através deles que ocorre a regeneragio dos



axdnios (KEYNES et al, 1984 & IDE, 41984). Em virtude disto,
antes de ser implantado, o misculo doador deve sofrer um
tratamento onde o conteddo sarcoplasmatico das fibras
musculares € destruido e removido, preservando-se a membrana
vazal. Portanto, a prepavacio do retalho muscular,
configura~se npnuma importante etapa para © sucessg da
reparacio nervosa.

Ie fato,  apesar do sucesso comprovado da regeneracio
axonal através da membrana basal muscular, o gque se tem
discutido & procurado aprimorar € o método de obtenc8o da
mesma. .

Os métodos inicianis de INE (4i984) e KEYNES et al (i984)
preconizam o  tvatamento guimico do mdscule antes de  ser
implantado entre o0& cotos NETVOSOs. Através desse
tratamento, necessita-se de dezesseis horas para destruiglo
e ramncﬁd do conteddo sarcoplasmatico. Apds isto o mdsculo @
comprimido entve duas superficies planas para completar o
“esvaziamento’,

BLASBY et al (i984a) consideraram este método por
demais trabalhoso e desenvolveram uma npova técnica para
obten¢io da membrana baszl muscular. Esta consiste em
submeter o retalho muscular a choque teérmico.

fipegar do método de GLABBY gt =al (498éa) se wostrar
menos trabalhoso € mais rapido gque aquele de KEYNES et al
(19847 ele apresentz alguns inconvenientes. Assim, o
segmento muscular inicialmente rvetivado deve gev bem maior

que a extensio nervosa @& ser repavada, pois através do



congelamento ocorre uma forte retragio muscular. Além disto
o fragmento torna-se fridvel dificultando suz conexio

cirdrgica aos cotos nervosos.
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a oghjetiva de presente Lrabalbe foli estudar a
possibilidade de se obfer um retalho muscelar foraade eor
tubos doe mewbrana basal atraves oe uma aova bdcaica:

injegles intramusculares de angstesicos locnrls.
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Tende em  vista que de uma forma indireta estamos neste
trabalho abordando fendmenos de degeneraclo e regeneragio
nervosa peviférica, apresentaremos a seguiy uma  rapida
vevisfio de alguns  aspectos referentes ao  tema.
Fosteriormente seguir-se-3d uma apresentagSo da literatura
veferente & utilizagRo dos retalhos musculares na reparagao

nervosa periférica.
A) ESTRUTURA NORMAL DD NERVO PERIFERICO

Ds nervos periféricos sBXo constituidos por conjuntos de
axbnios mielinicos e amielinicos envoltos por células de
Schwann & bainhas conjuntivas.

Em geral, os axdnios mielinicos apresentam difmetvo
mailor qQE 1,9 micvometvyo. As células de Schwann situam-ge ao
longo do maior eixo do axOnio ¢ formam a bainha de miglina.
0 espaco existente entve uma e outra celula de Schwann
constitui o nodo de Ranvier, local onde o axdnio encontra-se
destituido da bainha de mielina. Cada célula de 8Schwann
relaciona-se com wm axkbnio (ELFVIN, i1968; LANDON & Hall,
1974; FETERS gt al, 1976).

Quanto aos =axbnios amielinicos, apresentam em geral
difimetro menor que 1,9 micrdmetro, estando envolvidos, total
ou parcialmente, por processos citoplasmaticos das células
de Schwann.

Contrariamente aos axbfnios mielinicos, nos amielinicos

as células de Schwann relacionam—-se com varios axdnios (5 a



25) no entanto, nfe formam a2 bainha de mielina. Ao longo
desses conjuntps de axbnios, as células de Schwann se
gncontram  Jjustapostas apresentando interdigitacio €
sobveposicio de suas membranas (ELFVIN, 1968; LANDON & HaLL,

1976; PETERS et al, 19764).

s conjuntops de axOnios amielinicos, bem como cada
axbnio mielinico € revestido extevnamente por uma membrana
basal. Esta membrana € contfinua, nfo se interrompendo em
nenhum ponteo, nem mesmo entre as celulas de  Schwann
vizinhas. fAssim, estes axbnios (mielinicos e amielinicos)
residem no  interior de um "tubo de 12wina basal” proprio,

que se estende desde sua gmevgéncia na medula espinhal ou

tronco encefialico =zté o seu alvo final npa periferia (IDE et

al, 4i99¢).
] espago entre as membranas basais dos axBnios

mielinicos e os  conjuntos de axdnios amielinicos, &
preenchido  pelo éndnneurn. dtvavés de analises ultra-
estruturais estd demonstrado que o endoneuro € fovmado
principalmente por fibrilas coldgenas, alguns fibroblastos,
destituidos de  membrana basal, eventuais mastdcitos e
capilares sangliineos (SHANTHA & BDURNE, 1968; FPETERS et al,
1976; JUNQUEIRA et al, 4979; USHIKI & IDE, 19846).

Com relacilo aos capilares endoneurais, estudos
ultraestvutuvrais t&m mostrado que suas cédlulas estio unidas
por jungBes do tipo apertada (tight junction), similares as
dos capilavres presentes no sistema nervoso centra],'e contém

numerosas vesiculas <(RAFPOFORT, 1i976; MICHEL =t al, 1984,

ie



OLSS0N, 1984). Este fato tem sido interpretado por diversos
autores como evidéncia da presenga de uma barveira hemato-
nervosa que contyibui para a manutenglo da homeostasia no
microambiente endoneural (RECHTHAND & RAFOFORT, 1987;
WEERASURIYA =t al, 198%9).

Revestindo externamente o5 fasciculos nervosos
encontra-se uma bainha conjuntiva denominada perineuro
(FETERS & MUIR, 41959; GAMBLE & BREATHNACH, 1965).

Ao microscdpio eletrdnico a membrana axonal ou axolema
situa-se imediatamente abaixeo da bainha de mielina que
circunda o axBnip. No axoplasma encontra~sg nNUNErosas
mitocondrias, grande uant idade de microtubulos e
neurofilamentos difusamente distvibuidos (PETERS et al,

19765 .

. As cédlulas perineurais estlo dispostas concentricamente
e 880 revestidas por uma lAmina basal (PETERS =t al, i974).
Feixes de Ffibiras coligenas dispbemn~gg no sentido
longitudinal do nevvo entre 85 células perineurais. Estas
apresentam em seu interior abundantes vesiculas, que parecem
participar do transporte seletivo de substidncias atvavés do
perineuro. Estas caracteristicas & os capilares endoneurais
tém sido apontados como responsdveis pela manutengfo da
homeostase no microambiente endoneural (SHANTHA & BOURNE,
1268; OLSSON & KRISTENSSON, 1973; FPETERS et al, 1974;
OLDFORE & JOHANSSON, 4979; SHINDWARA et al, 1982; RECHTHANLD

& RAFOFORT, 1987, WEERASURIYA et al, 1989:).
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0s nerves plurifasciculados, apresentam externamente
uma bainha denominada epineuro, que engloba todos os sseus
fasciculos. & constituido por grande quantidade de Fibras
coldgenas, fibroblastos e vasos sangliineos (FETERS et al,
1976; JUNQUEIRA et al, 1979; MONTES et =al, 1984). Os
fibroblastos do epineuro sintetizam o colageno e, envolven
com  SEUs Processos  varios feixes de fibras colagenas,
possuem um extenso veticulo endoplasmatico yvugoso e nHEo

apresentam membrana basal (PETERS et al, 19748},

B} ASPECTODS DA DEGENERACAD E REGENERACAD NERVDSA

Imediatamente apds a lesfio de um nervo periférico
inicia-se W série de alteragties nos necanismos
intracelulares, gue visam & reparagio da lesfe. Tais eventos
&80 expfasﬁos pov modificagdes na morfologia dos
constituintes nervosos, tanto proximal como distalmente &
lesRo.

Essas aiteracﬁes foram inicialmente deseritas por

WALLER (i83@) e apds isto seguiu~se wma grande quantidade de

trabalhos visando & compreensio desses fendmenos .
Inicialmente foram empregadas técnicas ardgénticas &
obsevvagOes em microscopia dptica. Seguiu-se =« iste o

emprego de técnicas eletrofisioldgicas £ 0 LS de
microscopia eletvdnica. Hais recentemente oz fenbBmenos da
degeneracdo e regeneracio nervosa té&m sido estudadas atraveés

de técnicas imunohistoquimicas. Assim sendo, a literatura ¢

ie



hode por demais extensa e hd diversps pontos a  serem
esclarecidos. Apesar disto existe uma base estabelecida para
explicacgHo do ‘fenfmeno (para revis8o ver FAWCETT & KEYNES,
i79e1).

Eatd estabelecido que a intensidade da reacfio & lesZo
depende da forma e dé gravidade da meswma. Assim por exemplo,
#80 mais acentuadas nos casos de transece8o do nervo que nos
esmagamentos.

D efeito retrdorado mais precocemente ohbsevvado guando
se pratica uma seceHo nervosa ocorve no corpo do newrdnio e
¢ representada  por um  fenfmeno conhecido como cromatolise.
Ela representa @ dispersio dos ribossomos € de parte do
reticulo endoplasmatico rugoso. &lém disto, o corpo celular
torna-~ge entumescido e o micleo migra para a periferia. A
rapidez com que gssas alteragdes se ingtalam, bem como sua
duracfo, depende de alguns Fatores tcomo idade & distSncia
entre o covpo celular ¢ o sitio da lesio. Begundo FAWCETT &
KEYNES (i99@), em alguns casos o significade funcional
dessas alteragbes & obscure wmwas no geral acredita-se que
elas vepresentam eventos moleculares ligados a sintese
proteica € a0 transporte axoplasmatico. Admite-se também que
essas alteragdes citoplasmdticas podem resultar na morte
celular,

Se o neurbnio sohreviver & lesfio, algumas horas apds
pode—se observar sinais de regeneragio axonal na extremidade
proximal do nevvo. Tanto os axOnios wielinicos como os

amielinicos comegam a Formar os primeivos brotamentos
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axonais ou neuritos em regeneracio (BRAY & AGUAYD, 1974;
YAWD & KUND, 1983).

Sabe-ge também que imediatamente apds a lesfo inicia-se
no coto distal do nerveo um processo autolitico caracterizado
por tumefagio e lise mitocondrial, desintegragio dos
microtubulos & neuwrpfilamentos, entumescimento axoplasmdatico
que resulta Finalmente em Fragmentagho do axéinio (SCHLAEFFER
& HMICKO, i978).

Algumas horas apds a desintegraglo axonal observa-se
tambeém que as células de Schwann & os epvuitdrios mielinicos
do  nervo COMEGAmMm & exibir as priweivas alteragies
estrutuarais. 0Oz  sinais inicizis s8c de hipertvoftia das
células de SBchwann e, ao redor da primeira semanza, a bainha
de mielina forna-se Fragmentada  (ABRAHAMS et al, 1i986;
FTSALOS et al, 1980; LUBINSKA, 4982). Durante esta etapa
observa~-s& tawmbém a presenga de macrofagos g proliferagia
das células de Schwann. Destaca-se nesse evento o fato de
que a membrana basal das células de  Schwann pevmanece
inalterada. As c¢élulas de Schwann em proliferagfo tornaw-se
alongadas e formam—-se colunas no intevior dos "tubos” de
membrana basal. Essas colunas sio conhecidas comp  tubos
endoneuvais mu. bandas de BUNGNER (FAWCETT & KEYNES, i994).
Fortanto, cada uma das bandas de RUNGNER encontya-se no
interior do seu proprie tubo de membrana basal que envolvia
ag fibras nervosas originais (IDE et al, i999). €& nesse

microambiente que ocorre a regeneraclo axonal.
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Aceita~se hoje que 3 membvrana basal das células de
Schwann possuem determinadas moleéculas, comp por exemplo, =
laminina gque ¢ promotora de neuritos, atuando como
substratos para os axbnios em rvegenevag®o direcionando o
crestimento dos mesmos (SANES, 1989; FaAWCETT & KEYNES,
1990).

0s axBnios 9ue sobrevivem a lesfo cruzam o sitio da
mesma e penetram no coto distal em divegfo aos drgfos alvos.
Estd clare que a colonizagRo do coto distal pelos axdnios
regenerndos vepresentam um ponto oritico para o sucesso da
regeneragio dos Orgl8os alvos € conseqientemente de  sua
recuperagio funcional.

No fendmeno da regeneragio nervosa periférica deve-se
considerar também z interacin entre as moléculas do ambiente
gxtracelular & o8 cones de crescimento. Diversos tyrabalhos
tém demonstrado agio estimulatdria de algumas moléculas,
como por exemplo, o fator de crescimento nervoso (HGF), as
guais seriam produzidas por cé]ulas nfo neurais (VARON,

1985; FAUWCETY & KEYNES, 1i999).

C) RETALHOS DE HUSCULC ESQUELETICO NO REFARD DA LESZOQ

NERVOSA

Segundo GLASBY (i9%8) a primeiva refevéncia sobre o uso
de misculo em vreparagio nevvosa deve~se a CAUSEY (1995). O

experimento de CAUSEY (i1935%) consistiu em reparar uma sec¢io



de nervo ciatico em coelho, a partiy de autotransplants de
misculo esquelético. HNeste caso o misculo foi simplesmente
transportado de seu leito juntamente com seuw pediculo
vaseuwlar. Os resultados desse procedimento fovam comparados
dqueles em que o reparo nervosoe foi  feito através de
autoenxerto de nervo fibular . CAUSEY (49350 observou, entio,
que em ambos os Cases 0o crescimento axonal foi limitado e
que poucos ax@nios alcangavam a regilo do enxerto. Hd de se
considerar as precarias condigdes para vealizacio de
microcirurgia em velagfo Aquelas hoje existentes. Diante
desses resultados precdvios a  técnica foi abandonada até o
inicio da década de 19890.

& vetomada do use de miscule esquelético para o reparo
da les80 nevvosa foi baseada nos estudos de SANES et al
(1978) & de IDE et al (1983). SANES et al (4978) observaram
que no  misculo despervado hd intenso  brotamento axonal no
decorrer da reinervacBo. Fropuseyam, entio, que a mwembransz
basal da Fibra muscular, ou substéncias a ela associadas
atuam estimulande e divecionando os cones de crescimento
para os sitios onde existiam as jungBes newromusculares. For
ada ver IDE et al (1983) obsevvaram que os axdOnios regeneram
no interior dos tubos de membrana basal das celulas de
Schwann & =admitivam haver gsemelhangzs quimicas entrg a
membyana basal & aquela das fibras musculares,

KEYNESIet al (i984) e IDE (1984$ prepararam retalhos

musculares para o reparo nerveso, onde o objetive ers

is



praduzir “"tubos de membyana basal"” das fibras musculares e
obsevvar a regenera¢fo axonal neste material bioldgico.

0 trabalho de KEYRES £t al (1984) mostvou gue as Fibras
nervosas crescem coaxialmwente dentro dos tubos de membrana
basal musculay, Dhservaran também que 0% eventos
regenerativos assemelham~se aqueles vistos na regeneragio
axonal apos neuwvotmese. Entretanto, eles nHo avaliaram o
quadro regenerative no coto distal.

ﬁﬁ‘nbsefvacﬁes de IDE (i984) confirmavam dque 0s axdnios
em regeneracio tém uma forte tendéncia em crescer dentro de
tubos de membrana basal muscular., Segundo esse autor  um
determinado axdnio permanece continado ac tubo em  que
inicizlmente ingressou.

Deve-se & FAWCETT & KEYWES (i98B4) a demonstragio
efetiva de que retalhos de misculo esquelético podem ser
utilizados na reparacio da lesfo nervosa periférica,
inclusive no howmem. O0s retalhos musculares de €,5 cm a 4 cm
foram implantados respectivamente em nervos cidticos de
camundongos & ratos. Dados histoldgicos € eletrofisioldogicos
demonstraram gue a redeneracio nervosa ¢ praticamente da
mesma ordem dagquela observada nos autoenxertos de nevvo

perifériceo.

fipesar do sucesso no uso de retalho muscular , o método

de preparagfo do retalho empregado por FAWCETT & KEYNES
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(i9284) foi considerado por GLABEY et al (1i9843) .como muito
trabalhoso. Eles intvoduziram, ent#o, uma nova técnica
baseada no congelamento do misculo doador.

GLASRY et =1 (i98B4b) mostyaram gue, auatorze dias apds
o implante desse tipo de enxevrtos em vatos, os axbnios em
regeneragio comegam & invadi~lo e ao redov do trigésimo dia
iad se encontram no coto distal. fo vedor do terceivo més o
ndmero de axdnios ao nivel do enxerto gva semelhante ap do

coto distal. Ao vedor do sexto més ele era aprvoximadamente o

mesmo dos animals normais.

Quando se estuda regeneracio nervosa peri%érica um
ponto iwmportante a ser conﬁiderapu & a especie animal.

Aceita—-se que alguns animais de laboratdrio, como o
rato & camundongo, possuem grande capacidade de regeneracio
nervosa perifévica. Assim, os resultados obtidos com esses
animais devem sey vistos com resaaiuas {GRABE, 1982).

Em tungio digsto =alguns pesquisadores egtudaram &
regeneracio atvavés de retalhos musculares em outreos modelos
experimentais.

_GATTUSD et al (1988a) pesquisaram a regeneracio nervosa
periférica em primatas. A téecnica de preparacio do retalho
foi aquela de GLASBY et al (4986a). tUm retalho muscular de
cerca de 2cm Toi implantado no nervo mediano na altwra da

fossa do cotovelo. Verificaram, ent8o, gque uma recuperagio

ig



funcional parcial ocorve cinco meses apds @ cirurgia.
Addmite~se ﬁue a recuperacio parcial deveu-se ao fato de que
nesse periodo desenvolvew-se um  guadyro de atvofia muscular
irreversivel. Contudo, a mor fologia das Jungdes
neurbmuﬁculares ey am semglhantes &quelas dosg animais
novmais. |

A reparagio nervosa perifervica de lesdes com até § cm
de comprimento, em ovelhas, mostrou que 0 ndmero de axdnios
regenervados no  coto distal & maior se compavada com aquela
observada quando se utiliza “"enxerto de cabe" {(GLASBY et al,
1990) .

NORRIS, et al (1988) tyatavam paciegntes com lesio de
nervo digital, através do repara cirdrgico, com
autotranselante de retalho muscuwlar esqueldtico. Os
segmentos vestaurados tinham entre 19 a B5 mm de extensfo, €
ns retalhos foram obtidos da margem inferiov do musculo
peitoral maior. O método utilizado pava = confecefo do
retalho foi o de GLASEY et al (i984a), e zao final do iie
més, sete pacientes foram considerados como tendo  um
excelente nivel de recuperagio funcional.

Segundo FEREIRA, et a1 (1999), os retalhos de membrana
basal muscular podem ser utilizado ho tratamento de lesbes
nevvoesas cronicas, como por exemplo, agquelas produzidas pela
lepra, tendo sido empregado experimentalmente com sucesso.

A viabilidade da regenevaclo nervosa através dos tubos
de membrana basal muscular tem sido demonstyado em outros

trabalhos como os de GATTUSO et al (i98Ba,bh), GATTUSO =t al
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(1989), GLASBY et al (i984d; 1990), GSCHMEISSNER et al
(1999¢), FENELEY et al (i994), FAWCETT & KEYHES (i998) e
GLASBY et al (1990, 1i994}.

Até o presente diversos autores vem reafirmando =
gficacia de tubos de membrana basal obtidos a pavtir de
retalhos musculares para a regeneraclo nervosa periférica,
enfatizando algumas vantagens deste tipo de enxerto em
relagdo aos enxertos nervosos tais como: Fadcil wmanuseio,
obtencdo e consevvagio; confecgBe na  forma e tamanho
desejados; n8o necessitam de grandes incis8es para serewm
obtidos; podem ser estocados e provavelwmwente poderio ser

obtidos em animais ¢ utilizados no homem.
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MATERIAL E H&TODOS



No sentide de se determinar a dose & o misculo mais
adeguado a ser utilizado, realizamos estudos preliminares

gque consistivam no seguinte:

IY ESTUNNOS PRELIMINARES

Foram estudados inicialmente 346 ratos Wistar femeas,
com & a 7 semanas de ddade os quais Foram divididos em 42
lotes de trés animais. Em cada lote, cada animal recebeu
inje¢fo intramuscular de mesmo volume, concentvaclo e tipo
de anestésico. .

0s anestésicos testados foram =& bupivacaina a 2% &
cloridrato de lidocaina a ©,5% e 2%. Ds misculos injetados
foram o sdleo ou tibial anterior, sendo que em cada animal
ApEnas  um dos misculos Foi injetado. Durante todo o
procedimento  experimental os  animais encontravam-se sob
anestesia geral induzidz por inalacdo de éter gtilico.

Dezeite animais foram sacrificados vinte & quatro
horas apds a inje¢fo e ot restantes ao FTinal de quarenta e
oito hovas., Apds este perviodo, o musculo foi retivado & os
animais sacrificados por inalagie de éter etilico. 0O

Ffragmento muscular foi, entiop, processado por métodos de

a2

rotina em microscopia optica € covado com hematoxilina—

gosina. As lAminas foram examinadas em microscopio dptico e

Fotogratadas em Totomicroscdpio ZEISS~-JENG.
I1) EXPERIMEKTDS DEFINITIVOS

A) ANIMAIS

Foram ntilizados dezenove ratos Wistar femeas com & a 7
semanas de idade na época da civurgiz. 0s animais foram

obtidos junto ao HRiotério Central da UNICAMP.



Os animais Foram divididos em tvr&e grupos. 0 primeiro
grupo Fformade por cinco animais, serviu para analise da
morfologia normal do nervo cidtico. 0 sggundo grupo, Formado
por  sels animais, recebey autotransplante de retalho
muscular do musculeo tibial anterior. 0 tevceivro grupo,
formado por oito ratos recebeu avwtotransplante do mdsculo

s0leon.

B) CONFECCAO DO RETALHD HMUSCULAR

B.1) Injecho dos Anestésicos

Ds animais Fforam levemente anestesiados por inalacio de
étgr etilico. Frocedeu-se, ent8o, a depilagfo das regifes
antevo~lateral da perpa direits nos casos do mlsculo tibial
anterior & pdstero-lateral para o misculo sdleo.

Sob microscdpio civdrgico ZEISS e com o aniwmal  em
decdbite wventval fez-se uma pequena  incisBo na regilo
preparada pava exposicgfo dos musculos.

Com seringa de iml & agulha de 13x4, injetou-se 9,3ml
de cloridrato de lidacaina (Xilocaina®™ -~ Merrell Lepetit) &
2% na porcEe média do misculo tibial anterior nos animais do
segundo grupo. 0O mesmo procedimento foi realizado nos casos
do mdsculo sdleo, sendo que o volume injetado foi de @, 4iml

de anestésico.



Em seguida a ferida cirdrgica foi fechada com deis ou
trés pontos de sutwra feitos com Fio de algodio 6-@
(ETHICON).

Apds s& recuperarem da anestesia, o0s  animais foram
mantidos com ragio £ dAgua “"ad libitum”, durante vinte gquativo
horas no FRiotédrio do Departamento de Anatomia do IB  da

UNICAME .

E.2) Retirada do Retalho Muscular

Vinte & guatro horas apos os aniwmais terem recebido as
injegbes de clovridrate de lidocaina foram novamente
anestesiados. Fara tal foi indetado intrapervitonialmente uma
mistura de 1:1 de clovidrato de cetamina (Ketalar™ -~ 5@
mg/ml) e clovidrato de tiazina (Rumpun™ - £g/10¢ ml) na dose
de ,3 ml/ié0 g9 de peso covporal. Tmediatamente apds o
animal mostvrar sinais de anestesia geral as regides gldtea ¢
posterior da coxa esquerda foram depiladas.

A BeEgUir, Procedeu—se & retirada dos retalhos
musculares. Fara isto o animais foram colocados em decubito
ventral e com auxilio do microscdpioc civdrgice, a ferida
cirurgica do dia anterior foi novamente aberta.

Ne caso  do mdsculo tibial anterior Ffoi retirado um
bloco com =aproximadamente 7 .mm de comprimento e -3 mm de
difimetro. Sob 1lupa € com o retalho muscular banhado em

soluci8o salina @,9%, procedeu~se a uma fina dissec¢clo do



Fragmehto colhido, deixando~o com didmetro levemente
superior ao do nervo ciztico e com compvimento de 5 mnm.

Nos casos em que s vetalhos musculares foram obtidos a
partiv do misculo sdleo, os procedimentos iniciais também
visaram a abertura da ferida cidrgica Teita anteriormente.
Fara & contecglo do vetalho propriamente dito o mdsculo
solen foi seccionado proximal e distalmente, e retirvado
quase gque todo sew ventre muscular. Também com auxilio de
lupa procedeu-se a “"lapidagio” do retalho Com exeregse das
extremidades tendinosas. Ao Ffinaxl tinha-se um bloco de 3-4
mm de comprimento e difimetro semelhante ao do nervo cidtico.
A segliv suturou-se a pele dos animais com dois ou trés

pontos com fio de algodio 6.9 (ETHICONW).

€ IMFLANTE RO RETALHO

& civurgiz do  implante muscwlar foi realizada
inediatamente apds a obhtengfo deste. Alnda com o animal em
decubito ventral e com auxilio do microscodpio civurgiceo, =&
pele da regifio glutea € posterior da coxa esquerda Toi
aberta com uma incis8o de £ cm de comprimento, acompanhandop~
se o0 trajeto da projeg8o do nevvo cidtico na  superficie
corporea, Os planos musculares fovam =afastados até a
visualizagio e exposicfo do nérvo cidtico.

Nos casos dog animais 4que receberam o implante de

misculo tibial anterior, o nervo cidtico foi seccionado com



tegsoura microcivurgica de tal forma que wm segmento de cerca
de I mm de comprimento fosse rvetirade. Apds a retraglo
natural dos cotos proximal e distal do nerve ciatico, o que
produziu uma dist@ncia de 4-5 mm entre os mesmos, procedeu-—
s¢ o implante do vetalho muscular autdlogo.

Ds sesmentos proximal ¢ distal de nervo foram fixados
no retalho muscular através de dois pontos para cada coto g
com sutura egpineural. As suturas Foram Feitas com Ftip
monofilamento nylon 1¢.¢ DERHALON. Tomou-se o cuidado para

que os cotos nlo FTicassem sob tensio.

Mo Casy dos animais Gue recebevam o
autotransplante muscular proveniente do misculo sdleo o
nervo cidtico {foi exposto da pesma  Fforma anteriormente
descyita. Entvetanto, ele foi simplesmente seccionado com
win2 tesoura microcivdrgica. Nenhum Ffragmento do nerveo foi
retirado. Apde rvetragio natural dos cotos proximal e distal
procedev—se © implante de um segmente de 3-4 mm da mesma
forma anteriormente descrita para o miusculo tibial. Em ambos
08 casos, sutwrou-se o plano muscular com dois pontos com

tTio de algodio 6.9 e em seguida a pele.

D) SACRIFECID DOS ANIMALS E PREFARD DO MATERIAL

2é



Apds periodo de sobrevida de 59 dias, os animais foram
angstesiados da mesma forma descrita para a retirada e
implante dos retalbhos.

Cow auxilio do microscdpio cirdrgico o nervo cidtico
Toi exposto e fixado "in sifu” com Fixador de KARNDUSKY
(194%) modificado contendo 1% de paraformaldeido e 2% de
glutaraldeido em tamplo cacodilato de sddio a 0,4 W, pH 7.3.
0 fixador & 4°C foi deixado banhando o nervo por cerca de 19
minutos.

Apde esse periodo de  FixagBo o nervo ciatico Toi
retirado £ seccionado em dois segmentos, uam corvespondente &
regifio do retalho muscuiar e o outro rveferente =ao coto

digtal.

Os Tragmentos evam deixados na mesma soluglo fixadora

por wt periocdo de i-2 horas & pos—-Pixados por duas horas em

e7

tetroxido de dsmio a 1¥ em tampio cacodilato de sddio 9,1 M,

pH 7.3, desidratado em etanol & dxido de propileno e
incluideo em resina Avaldite Uegama®™,

Cortes transversais de um micrémetro foram feitos com
navalha de vidro em ultramicrotomo LKE ¢ covados com azul de
toluidina a 4% em solugfo agquosa de Porax =a 1% para
microscopia dptica. Cortes ultrafinos foram obtidos com
navalhas de diamante € corados com acetato de uranila & 9%

em dgua € citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963).
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Fara microscopia dptica o material Foi fotogratado em
fotomicroscdpio Zeisas~Jena. FPara microscopia eletvonica o
material TFoi examinado ¢ fotogratado em microscopio

eletrdnico Zeiss EM-10, operadoas = 60 kU,

E) UBTERGAD E PROCESSAMENTO D05 NERVOS CIATIC0S NORMALS

08 procedimentos wbtilizados para a anestesia, vetivada
e prepavagho para a microscopis eletrdnica foram os meswmos

descritos respectivamente nos itens BE; ¢ D,



RESULTAIMIS



A) ASPECTOS HISTOLGGICOS DOS RETALHOS HMUSCULARES

Vinte ¢ quatro horas =apds a injecdo do cloridrato de
lidocaina a £%, os dois misculos mostram extensa mionecrose
com infiltrado inflamatdrio. Entretanto, na  periferia
ohserva~se fibras musculares sobreviventes. A populaglo
destas ¢ maior no misculo tibial anterior,

Apesar do  intenso infiltradeo inflamatdrio no misculo
tibial anterior, parte das fibras ngcrdticaa ainda nRo estd
presente.  Estas apresentam  cavacteristicas de necrose
coagulativa como aumento da basofilia, aspecto vitreo deo
sarcoplasma; desorganizagio e condensaclo das miofibrilas e
ausfneia do nldcleo. Outra parte das fFibras necrdticas  ja
removidas, mostra AapeEnas o contorno celular o qual
provavelmente ¢ Jormado poy raétas do sarcolema e membrana
basal (FIG., i = 2).

No misculo sodles o processo de remocfo do material
necrotico esta em Fase mais adiantada, 0 infiltrado
inflamatdrio & mais intenso ¢ predominam as Tibras
musculares “vazrlfas”, as gquals siko reconhecidas pelos seus
contornos (FIB. 3 e 4). Fraticamente toda a drea de secelo
transversal apresenta—se com esse aspecto.

Nos dois casns, os retalﬁoﬁ dos misculos sdleo € tibixl
anterior, apesar de apresentar infiltrado inflamatorio
perivascular & da pavimentag®o leucocitaria do endotélio

vascular, nfo se observam sinais de oclusfo artevial.
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BE) ASFECTOS MORFOLAGICOS D0 NERVD NORMAL

No exame dos % nervos ciaticos os mspectos morfoldgicos
gevais mostvam as caracteristicas descritas na litefatura
(Fig. 3).

0 perinsuro estad Fformado por camadas de oélulas
achatadas dispostas concentricamente () gntre elag
identiticam-se feixes de fibras coldgenas.

O0s axOnios apresentam-se geralmente com perfil
circular. No endonguro sio identificados feixes de fibras
coldgenas dispostas paralelamente ao maior eixo dos axdnios,
capilares, ocasionalmente mastdcitos ¢ fibroblastos.

0s axbnios mielinicos mostram—-se vevestidos pela celula
de Schwann & sua bainha de mielina. No axoplasma sdo
identificadag microtibulos, neurofilamentos e mitocOndrias.
Conjuntos de axdbnios amielinicos estio revestidos por uma

dnica celula de Schwann (Fig. &).

C) ABFECTDS HMACROSCOFICOS MO LDCAL DD IMFLANTE

Apds 50 dias nos dois grupos estudados, o aspecto
macvroscopico no local do segmento implantado & semelhante.

Aparentemente A regifio corvespondente ao fragmento
implantado apresenta difmetro ligeifamente maior que aqueles
correspondentes ao restante do nerveo. Observa-se também que

a regifo implantada possui uma coloragio amarelada & uma
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extensa rede vagcoular. Esdses aspectos permitem identitficar
coftl relativa facilidade os limites entvre o implante e os
cotos proximal e distal. Chama aten¢io o aumento de tecido
adiposeo dispostp especialmente na face profunda do nervo

regenevado.

[} ASPECTOS HISTOLOBICOS A0 NiIVEL DO IMFLANTE

A regenevagin axonal € observada tanto nos retalhos do
misculo tibial cowo nos do soleo, em todos o0s casos
estudados (Fig. 7, 8, 2 & 10).

Ns axbnios mwielinicos mostram—se agrupacdos em pequenos
fasciculos (minifasciculos) delimitados poOY células
semelhantes =as peripeurais (Fig. 41 &, 18). A maioria
apresenta ultraestrutura compativel com o bormal. Mo
axoplasma identificam—se neuwroctdbules, microfilamentos e
mitocdndrias aleatoriamente distribuidas. No endongwro nota-
se aumento no teor de {tibras colagenas, -$ibrobiastus @
mastdcitos em vrelacio ao normal. Observa-se também feixes de
axdnios amielinicos, envoltos por células de Schwann (Fig.
i3y,

Com frequéncia, a0 nivel do implante, ¢Ho observados
axdbnios mielinicos em degeneracio. Carvactervisticamente, a
membrana axolemal wmwostra-se retraida em relagfo a camada
mais interna da bainha de mielina. 0 axoplasma arresenta-se

com aumento da eletrondensidade. 4 bainha de mielina mostra



sinais de desintegragio (Fig. 13). Esses aspectos s8o vistos
em todos os casos.

0 perineuro mostra diferentes graus de organizagio. Em
alguns CRs0s AL céelulas perineurais apresentam—se
Frouxamente dispostas aoc redor do  nervo reqenerade,
parecends aue gst@o ainda em processo de organizagdo (FIG.
$iy. A microscopia eletrdnica wverifica~se que o perineuro
estd formade por diversas camadas de c¢élulas & entre elas
fibras coldgenas (FIG. 14).

Em alguns. casos phserva-se pequenos grupos de feixes
axonais externamente ao epineuro.

Em todos os casos, tanto para o muscula s0leo como para
o tibial anterior, nx periferia do retalho s8o identificadas
Fibvras musculares (FIG. 7, 8, %, 1i6). Entretanto, a
populagio destas {ibvas parece sempre maior hos casos do
tibial anterior. Apesar de atraficas, as fibras tem
miocfibrilas com argquitetura que lembrava o novmal, bem como

nicleos perifericamente situados (FIG. B8 e 1@).

E) ASPECTOS HISTOLAGICOS A0 NiVEL DO COTO DISTAL

0 achado mais importante € <que em todos o8 casos
cstudados o coto distal ¢ invadido € colonizado pelos
axOnios em regeneraglo (FIG. 15 e 1ié4).

0 arranjo geval dos axdnios assemelha-se a0 aormal,

exceclo feita a um aparente aumento do coliageno endoneural.
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A populagio celular consiste de cédlulas de Schwann & os
axGnios a elas associados. Um achado caracteristico € =&
auséncia de minifasciculos.

0 perineuwro apresgnta-se formado por seis =& oito
camadas de células civcunferencialmente dispostas e com
membrana basal nuwn arranjo essencialmente semelhante ao do
nervo hormal. Em alguns casos sd0 observados pequenos feixes

axonais situadoy externamente ao epinewro (FIG. 17).
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FIGURAS



FIG. § ~ Corte transversal do mdsculo tibial anterior 24
horas apds injec¥o de 0,3 ml de cloridrato de
lidocaina & £%. Observar inftiltrado inflamatdrio €
tibras musculares necroticas em fagocitose (setas).

HE. A@@X

FIG. B - Corte transversal do wmdsculo tibizl anterior.
haservar fibras musculares "vazias'" (%), HE. 1.200X%






FIG. 3 ~ Corte jongitudinal do misculo sdled, 24 hovas apds
injegio do anestésico. Fibras musculares necroticas
removidas  por intense dintiltvado inflamatdrio.
Dbservar & gsquerda oS contornos das {fibras
musculares (setas). HE. 106X

FIG. 4 ~ Covte transversal do misculo sdleo, 24 horas apds a
injegio. Observar predominic de Fibras musculares
vazias (pontas de seta). HE. 306X






FIG. 5 — Corte transversal do nerve c¢idtico de animais
normais no tergo medio da coxa. Observe dois
fasciculos separadoes por c€lulas pevinewranis (PER-
setas) & no canto superior esquerdo o epineuro.
Tetrdxido de demio. 100X

FIG. & - Corte transversal do nervrvo ciatico novrmal. AxGnios
mielinicos (Mied com células de Schwann ((8) e
amielinicos {Ami-setas). Z2.000X






FIG. 7 — Regenevracio axonal do enxerto de milsculo tibial
anterior. Observar feixes de axbnios e fibras
musculares na periferia. Tetrdxido de dsmio. 486X

FIG. 8 — Iletalhe da figura antevior. Notavy fibras musculares
atraficas (%) e entre elas pequenog feixes axonais
(setas). Tetroxido de dsmio. i.8900X






FIG. 2 -~ Regeneragio axonal do enxevto de mldsculo sdlec.
Uhgervar Teixes de axdnios e Tibras musculares na
periferia. Tetvoxido de dewmio. BOOX

FIG. i@ - Iletalhe da figura anteviovr. Fibras wmusculares
atrdficas. Observar bandas A (seta curval, I (setz
reta) ¢ Vasos (ponta de setal. Tetrdxido de dsmio.

£00X






FIG. 11 - Corte espessn do nevve ciatico regenevado ao nivel
do retalho de musculo tibial anterior. Observar
axonios dispostos em wminifasciculos. Tetvdxido de
gamio. R5SHX






FIG.

i2 - HMicrogratia eletrdnica de axdOnios rvegenerados ao

nivel do retalho muscular. Feixes de axBnios
amielinicos (%), Célula perineural (seta)
envolvendo axBnio. Axoplasma com microbtdbulos e
neurofilamentos. Obseyvar citoplaswa das células de
Schwann (8) e aumento do coligeno endoneural (COL) .

ig. neex






FIG. 12 - MHicrogratia eletrdnica de axbnio em degeneragio av
nivel do retalho muscular  (#), Notar auwmente da
eletrondensidade axoplasmatica, retraclo axolemal
desintegracio da bainha de mielina. Notar ndeleo de
célula de Schwann e axdnios amielinicos (8).

in. 090X






FIG., 14 - Microgratia eletrdnica de células perinsurais ¢
feixes de Fibras coldgenas entre elas (%) ao nivel
do retalho musculay. 30.000X






FIG. 45 - Corte esspesso de nervo ciatico regenevado ao nivel
do coto distal. Ohservar auséncia de minifasciculos
e axbnins en degenevacio (setas). Tetrdxido de

Osmio. 300X






FIG. ié =~ Itetalhe da ftotogratfia anterior. HNotar axbnios em
degeneragio (setas). Capilar (0). Tetroxido de

Hsmio. 1. 8200









DISCUSSAQ



A) SOBRE O PREPARD DO RETALHO WMUSCULAR

0 primeiro méteodo para o tratamento do muiscule foi
proposto por KEYRES Et. al (19284). HNesse procedimento, o
fragmento muscular era inicialmente imerso em Agux destilada
a4 0°C pov 1% nminutos ¢ lavado em uma mistura de cloreto de
cdlcio & imidazol (pH 7,2), permanecendo por duas horas. A
seguir, lavade em cloreto de potassio (pH 8,2) e deixado por
duas horas em uma solucio 6,09% de trietanolamina (pH 8,7-
?,8). 0 fragmento era, entfn, lavado novamente em c]dreta de
potassio (pH 8,2), ficando nesta solugBo durante toda a
noite. Apds isto, com o obistivo de remover o conteudo
sarcoplasmatico, o +Fragmento muscular eva comprimido entre
duas superfticies planas. Conrforme referido pelos proprios
autores, esse metodo deveria ser aprimoradu.PoiE, cerca de
He¥X do sarcoplasma nko era removido.

Atualmente, o método mais utilizado € o de GLASEY et al
(1984}, que consiste em mergulbhar o Fragmento muscular em
nitvog@nio ligilido e, em seguida, lavi~lo em dgua destiladsa.
Apesar de ser menos trabalhoso ¢ demorado que o método
anterior, GLASBY et al (i986a) chamam atengio para algumas
dificuldades. Assim, por exemplo, o fragmento wmuscular
original deve ser bem mais extenso que aquele deszjado pois,
durante o congelamento sofre {forte retragic. Em geral, o
tragmento muscular cangelado torna-se "quebradigo”,

diticultando a sutura do mesmo nos cotos nervosos.



A4lém das dificuldades acima citadas a confecglo do
retalho muscular tem exigido cuidados de laboratdrio como,
por exemplo, minimizar os riscos de contaminagfo. Isto
mot ivou~nos a estudar a possibilidade de se criar um novo
método, de confeccdo menos trabalhosa ¢ gque pudesse ser

feito "in wvivo".

#

A fundamentagio tedrica do novo wmétodo por nds
idealizado rveside no fato de que o% anestésicos locais sRo
potentes agentes miotoxicos ¢ podem produzir, em fungiReo da
dose, extensa ¢ rapida necrose de fibras musculares
esqueléticas (BENODIT & RELT, 4i972).

A mionecrose € observada logo nog primeivos minutos
apds a  inje¢lo (JONES, 1982; NORNAKA et =1, 1i983), sendo gque
a extensdo € intensidade da les¥o dependerfo especialmente
da concentraglo e do volume de anestésico injetado.

Admite~se que a patogénese da mionecrose deve-se
inicialmente a lesB8o sarcolemal, seguida de entrada sdbita e
abundante do dfon cdlcic extracelular para 0 sarcoplasma. &
bem conhecido o fato de que a concentvagio de fons Ca™ no
meio extracelular € cevca de 10,6900 vezes maior gqgue no
gsarcoplasma, onde =a concentragio de Ca* livre & de $0-7H
(FARBER, 1982). FEstes ions, de fundamental importéncia para
a ativagie do mecaniszmo de conéfacﬁo nuscular, sB8o

rigidamente controlados através de bombeamento ativo a nivel



das _membranas do reticulo sarcoplasmatico £ das
mitoc8ndrias, bem como pela bomba de ¢dlcio do sarcolema.

Na fibra em vepousa, o sistema troponina-tropomiosina
{(proteinas reguladoras) impede a intevaglo entre a actina &
a miosina. 0 potencial de aglo faz com que o Ca* gzeja
liberado do reticulo sarcoplasmiatico pava o sarcoplasma g,
quando =a concentracio atinge 418"%M, o Ca** liga-se a
troponina a gqual sofreg transformaces estrutwrais gque se
transmitem &% tropomiosina. Eséaﬁ alteragbes nas proteinas
reguladoras tornam possivel a interaglo do sistema actina-
miosina &, conseqlentements, a contragfo muscular (HUXLEY,
i974; COHEN, 1i975). fFor ocasifo da lesBo savcolemal, os ions

em excesso produziriam hipercontrag®o das miofibrilas com

consegliente mionecrose.

Algumas horas apds a inje¢So de anestésicos instala-se
um  guadro  inflamatdrio, caractevizade dinicialmente pelo
predominio de neutrdfilos e, =a seguir, pelo afluxo de
macrofagos. A intensidade da lesfio, bem come da rvesposta
inflamatoria, também depende da coencentracio € do volume do
anestésico. Contudo, aceita~se gue =ao rvredor da sexta hora
tem inicio a reﬁmcﬁo do material necrotico &, dentro de
vinte & quatvyo horas, grande parte do material ja tenha sido
vemovido.

Un fato a ser destacado & que,.durante toda a etapa da

resposta inflamatdria, a membrana basal mantém-se presente e
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aparentemente inalterada (HONAKA et al, 1983: SANTO NETO,
1987). Apds a rvemoglo do wmateriazl npecrdticeo, as tibras
musculares pré—-existentes estfo representadas apen;s rpelo
seu contorno ﬁe membrana  basal & {fragmentos sarcolemais.
Nesta fase ha um predominio de “tubos de membrana basal
muscular", semelhantes aos produzidos pelos métodos quimicos
de KEYNES &t al, 1984 e Ffisicos de GLASRY et al ,1i986=n.
Assim, imaginamos poder construiy os retalhos de
membrana basal muscular a partir de inje¢bes intramusculares

de anestésicos locais.

A producido dos tubos de membrana basal com este método
seria relativamente Tdcil, se nio tivéssemos wue considerar
o fendmeno da vegeneracio muscular.

0 misculo estriado esquelético possul grande capacidade
regenerativa. Isto tem sido ohbservado mesmo =apds  lesfes
intensas, como as produzidas pela fragmentacBo do misculo g
nos transplantes musculares livres {(para revisio ver
CARLSON, i986).

A capacidade de regengragio muscular parece
dependender, principalmente, da sobrevivéncia das células
satdélites (CARLBON, 19848).

A cé]ula satdlite foi descrita inicialmente por MAURD
(49464) no musculo esquelético de r8 e, deade entBo, tem sido
encontrada am uma série de vertebrados, inclusive em

camundongos. & uma célula  fusitorme, mononucleada situada



entre a membrana basal & o sarcolema, do gqual é separada por
um espage de L5-20nm (REGER & CRAIG, i948). Bua localizagio
e aspecto se confundem équeleé dos nucleos das  fibras
musculares. 0 que torna a avaliag8o de suas candi;ﬁes
funcionais impossivel & micvoscopisn dptica e muito dificil &
microscopia gletrénica (MAURD, i979).

Inicialmente, imaginamos que a obtengfo de um vetalho
muscular ideal exigiria s morte das células satélites. Caso
contrario, teriamos vegenevacio axonal e muscular ocorrvendo
simultaneamente.

Dados da  litervatura mostram que as células satédlites
possuen grande resisténcia aos  agentes quimicos e fisicos
causadores de dsdquemia, resistinde inclusive aos metodos de
fragmentacio de um misculo.

g justamente sobre esta capacidade da célula satélite
de resistir aos processos isquémicos que se assenta a base
tedrica dos enxertos musculares livres para restauracio da
fungio muscular. Eéteg consiatem em  transplantar um
determinado musculo sem que sua irvigagdn € reinervacio
sejam cirvurgicamente restabelecidas. No primeirn dia apds o
implante as  {fibras musculares mais profundamente situadas
sofrem necrose, mas as células satélites pevmanecem vidveis.
A partir delas o misculo consegue sur resfifufio ad
Integrum” (CARLSON et al, 1979, CARLSON i984).

fs células satélites também t&m se mostrado resistentes
aos anestésicos locais. HNp misculo sdleo elas nBo sfo

afetadas por inje¢Sc de @,5 ml de bupivacaina a 8,5% (NONAKA



et al., 1983). Lidotaina, mepivacaina e procaina em volume
de 8,5 ml e concentraglo de ¢,5% também nio produzem lesles
de Fibras musculares, tampouco de células satélites. For
putve lado, a bupivacaina a 2% produz também lesfes
vasculares levando a trombose da vede microcirculatdria
locml.

Fortanteo, o primeiro passo a ser estabelecido neste
trabalho foi o tipo do anestésico local, sua concentraclo e
dosagem que provocasse extensa mionecrose. Desejdvamos
também que a reproducio das célulaa satélites fosse
dificultada ao maximo, melhor ainda se impedida. Ao mesmo
tempo, ele nao deveria produziy lesles vasculares,
especialmente trombose, o que diminuiriz o afluxo de células
inflamatdrias. Isto dificultaria =2 remoclo do material
necrotico, que 5eri§ obviamente indesejivel.

Considerando~se o eventos regenevativos musculares,
deveriamos detevminar também quanto tempo apds a injegHo de
anestésico o misculo estaria em condigBes ideais para ser
utilizado como implante.

Babe-se que a regenerz¢io da fibra muscular, via de
regra, mostra seuws primeiros indicios morfologicos ao redor
da 36* hora apods a inje¢Bo. - Hesse tempo o quadro
regenerativo € caracterizado pels presenga de  pequenos
mioblastos. Ao redor do quarto dia, Jjd4 se observa populagio
de miotubos. 0O tempd em que estes sventos ocCorvem indépende
da natureza do agente nocivo (BEWNOIT & RELT, 41978; NONAKA et

al, i?983; QUEIROZ et al, i984; SANTD NETO, 1i987).
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Turante o fendmeno da regeneragao muscular, a fusio dos
mioblastos em miotubos ¢ o crescimento destes é feito no
interior dos tubos de membrana basal muscular (ALLBROOK,
i9462; VURACKO & BENDLITT, 1972; RISCHOFF, 19279). Considevando
que o noasso objetive era de dmplantar “"tubos vazies de
membrana basal" procurames estabelecer o tempo em que o
retalho muscular deveria ser  implantado, apds o mesmo ter
recebido & inje¢io do anestésico. Caso contrario, estariamos
transplantando tubos deg membrana basal preenchidos com
fibras musculares em regensragio. Iesde gue este Tato ocorre
no interior da membrann basal, imaginamos gque a regsneracio
das fibras musculares poderia competir com a regenevaclo
axanal.

Na tentativa de solucionar essas questdes, antes da
avaliacio da regenevagio axonzal propriamente dita, +izemos

1
um estudo piloto. Deste estudo, concluimos que o mdsculo
sO0leo &£ o tibial anterior apresentan extensa wmionecrose
vinte e <quatreo horas apds a injegio de cloridrato de
lidocaina a 2%. Para o musculo tibial anterior o volume
necessario ¢ de 9,3 ml e para o soleo & de €,1 ml. Nesse
tempo, praticaments toda a populagBo de Fibras necvoticas
havia sido removida no muscwlo sdleo. 0 quadro
caracteriastico eva AR PYEsenca de um vico infiltrado
inflamatdrio e as antigas fibras muscularss estavam
circundadas por ténues estruturas, Aas quais provavelmente
representavam a membrana basal e restos sarcolemails. For

outro lado, no misculo tibial anterioy boa parte das fibras



necroticas ainda pevmaneciam, mas a atividade ¥agocitita eva
intensa.

s diferengas nos indices de remogio entre os dois
misculos estudados estBo de acovdo com =a literatura. Estd
gstabelecido que os misculos de contragfio lenta como o sdleo
possuem maior sensibilidade aos anestésicos locais (BENOIT &
BELT, 1972; HNONAKA& et al, L1983). Assim, era esperado que os
processos degenerativos € rveparvativos e instalassem mais
precocemente neste misculo., 0 quadro morfolodgico observado
vinte € gquatvo horas apds a injesHo atendia parvte de nosso
objetivo, wwa wvez que estavam presentes tubos de membrana
hasal praticamente vazios.

Diante disto, imaginamos 9ue o quadro deg "esvaziamente”
das fibras musculares € 2 ausfncia de Pibras musculaves em
vegeheracio podeviam sev compativeis com  a  redeneragdo
axonal, pois FAWCETT & KEYHES (4986) rvelataram que através
de seu método cerca de 50X dos restos necrdticos resistem ao
esvaziamehto ¢ mesmo assim  ocorvew regenevacio. Concluimos
que 24 hovas apds a injecio do anestésico seria o tempo
adequado para  gue as fibras musculares ticasgem desprovidas
de seu conteddo sarcoplasmitico, rvestando principalmente

tubos de membranza basal.
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E) SORRE & REGENERACAD AXONAL

0 sucesso ou faléncia da reparagio da lesio nervosa
periférica ¢ determinado pela regeneracfo axonal no sitio do
implante, pela proporeio desses axbnios que alcangam o coto
distal e também pelo restabelecimento de suas conexdes com o
drgio alvo. Nossas obgervacBes qualitativas mostraram que os
axfnios cresceram ha regifo do implante e, em todos os
casos, recolonizaram o coto distal.

Apesar das diferencgas no teor de "tubeos wvazios" na
ocasifio do implante, observamos gque o quadreo geral  da
regeneragio foi semelhante nos dois tipos de retalhos.

Esses tdados n#o s80 surpreendentes, uma ve2  que  no
reparg de nerveos com midsculo ndo  tratado, ouw seja, com as
fibras musculares intactas, também PCOVTE  regeneracio
axonzal .

gg diferengas fundamentais Fficam por conta do tempo em
que se inicia a colonizagBo do retalho & do coto distal. Ele
€ maior quando se usam muscules n8o tratados. Assim, por
exemplo, duas senanas apds o reparo, o ndmevo de axBnios
mielinicos ao nivel do implante € cerca de dez vezes maior
no mdsculo tratado em relagBio ao nio tratado (GLASBY et al,
i986b). Outros autores velatam que, na primeira semana apos
o implante, o numero de axdnios ao nivel do retalho e no
coto distal € duas vezes maior em misculos tratados do que

em musculos nio tratados. Contudo, ao redor da terceira



semana esses npudmeros sio  semelhantes para os dois tipos de
retalhos (FENELEY et al, i1%%9i).

Desde que na ocasiBo do  implante o mdsculo tibial
anterior apresentava wna  maior populacio de fibras
necroticas, nfo € improviavel que os implantes com misculo
sdleo tenham recebido axdnios e regeneracio mais
precocemente gque aqueles do tibial anterior,

Este fato merece um estudo mais detalhado pois, a
melhovr recuperacfo  funcional motora e sensitiva do misculo
depende do  tempo em gue ele permanece desnervadoe. lesde o
trabalho piongivoe de GUTHMANKN & YOUNG (i%44) sabe-se que o
teor de fibrose intervsticial muscular & divetamente
propoveional ao tempo de desnervagio do misculo. A partir de
ue dqterminadn momenteo, a fibrose intersticial atua como um
fator mec@nico impedindo a chegada dos cones de crescimento

aos sitios juncionais.

Outyo ponto & ser discutido sobre nossos resultados
refere-se a constatago da presenga de  fibras musculares
morfoldgicamente integras ao nivel do retalho muscular, apods
cinquenta dias de sobrevida.

Duas observagfes devem ser feitns., A primeira  diz
respeito  ao fato de que hos dois casos estudados,
especialmente nos retalhos de mdsculo sdleo, as Fibras
musculares integras dispunham-se na perviferia do nervo

regenerado.



A segunda refere-se a populagio dessas fibvras
musculares. Esta paveceu~-nos nitidamente maior quando foram
empregados vetalhos do mdsculp tibial anteriov.

Esses achados estfo de acordo com o guadro por nds
verifticado nos estudos preliminares. Conforme j& resistyado,
naquele momento havia diferengas entre a populaglo de Tibras
musculares necroticas nHo removidas e também de Fibras
viaveis.

As Fibras musculares necrotices foram vemovidas € as
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Fibras vidveis provavelments comportaram-se Ccomo no caso dos

transplantes musculares livres (CARLSON, 41973, 19846; CARLSON
et al, {979; SCHULTZ =t =al, 1i988).

Aassim sendo, € provavel gue, gquando o retalho muscular
Foi dmplantado, as fibras nio necrdticas dispostas na
periferia tenham side nutridas por difusio. '

Nesse sentido, € importante considerar que o asp&ctu
das fibras musculares presentes ao nivel do retalho era de
Fibras pré-~existentes. Nio notamos a presenca de  fibras
musculares regenevadas, cuja carvacteristica basica & =&
posi¢io central do ndicleo (CARLSON, 1973, 1984; QUEIRODZ et
al, 41984; SANTO RETO, 1987). Egte fateo permitiuv-nos
considerar ser proviavel gque as células satelites, de algum
modo, foram impedidas de se difevenciar ou mesmo sobreviver
apos a a¢Ho do cloridrato de lidocaina.

A presen¢a de fibras musculares ap nivel da protese em
geral, nRo ¢ rvreferids pelos autores que utilizavam retalhos

musculares para a regenera¢io axonal, com excegdo de GLASRY



et al (i986b). € sprovavel que realmente nos rvetalhos
conteceionados por congelamento n&o ocorra a  presenca  de
Fibras musculares. Seguwramente as fTibvas mpusculares nao
resistem ao tratamento. Neste particular o método de GLASBY

et al (i986n), seria vantajoso em velagio ao nosso.

Un achado constante em nossos resultados foi a presenga

de minifasciculos axonais ao nivel do implante. Esses evam

caracterizados pela presenga de axonios mielinicos e
amielinicos, cujo difmetro total do minifasciculo

assemelhava-se ao de  uma fibra muscular, Resultado
semelhante & degscrito em trabalhos ﬁue se  utilizam de
membrana basal  muscular para o repara nervoso (FAWCETT &
KEYNES, i9Y86; OCGLASEY et al, i286c; GLASBBY =&t al, 1999;
GLASEY, 19%90; GSCHMEISSNER et al, i19%90; FEREIRA et al, i990;
FENELEY &t al., 19941i; GLASBY et al, 1991).

Contudo, & presenga de minifasciculos no processo de
regeneracio nervosa  perifévica nﬁﬁ ¢ um achado exclusivo da
regeneragio em  retalhos musculares. Este Fendmeno tem sido
observado tambdm em nervos vegenerados em proteses tubulaves
{L.ANGONE , 19%4)., autotransplante de neErvos (JENQ &
COGGESHALL, 1987), e wmesmo apds transec¢gles de nervos
perifericos (BUNDERLARND, 1i978).

A formagHo dos minifasciculos € o produto final de uma
seqiliéncia de eventos morfoldogicos os quais s8o conhecidos

como compartimentalizagio.
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Segundo MORRIES et al (1972) a presenca de agrupamnentos
de axbnios mielinicos € amielinicos, em nervos periféricos
regenerados ¢ conbhecida desde os trabalhos iniciais de
RANVIER (1878); RAMON Y CAJAL (5928); RANSON (i94i2);
NAGEOTTE (i928). Esse fendmeno +oi também descrito como
"hiperneurotizagio” das bandas de RUNGNER (SCHROEDER, 4968},

Nps estdaios iniciais da compartimentalizacio, as
expansdes das Futuwras células perinewrais displem—-se de
%nrma canceéntrica delimitandn peguenos feixes axonais em
inicio de mielinizaclo e axbnios amielinicos, associados &
células de Schwann. Durante algum tempo houve discusslo a
respeito da origem das células perineurais (BHANTHA &
BOURNE, 496B), entretanto, vecentemente RBUNGE et al (4989)
empregahdu técnicas dg biologia molecular demonstraram que
ag celulas pevineuwrais originam-se de fibroblastos.

Em uma segunda stapa ocorrve sobreposicBo das expanses
das futuras células perineurais, gque permanecenm dispostas
circunferencislmente segregando elementos nervosos & fibras
coldgenas no e interior. Finalmente, os Jtasciculos
apresentam~se bem delimitados, o que € Jeito por 28 a 4
células perinsurals, entremeadas povy  feixes de  Fibras
colzagenas (MORRIS et al, i9782).

0 tempo de duraglo e da Tormaglo dos Tasciculos depende
tdas condighes em que oacorre =@ regeneragac axonal. Em
camuandongos a rvegeneracio do nervo ciatice no interior de
proteses tubulares vazias inicia-se a0 redor da segunda

semana e completa~se na quarita semana (LANGORE, 4998).

ée



dpesar digtp aceita-se, no geval, que a formacio dos

=

Fasciculos se completa entre a 5™ ¢ 4™ semana de regeneracio
€ que estes minifasciculos também 8o delimitados por
rélulas neo formadas {(UZMAN & VILLEBGAS, i983; SCARAVILLI,
1984; Le BEAU et al, i988b; FIELDS =t al, 1989).

Nossos resultados mostram que no 30° dia apds o
implante, 048 minifasciculos estao campletavente
desenvolvidos ao nivel do retalho muscular. O aspecto seral
da minifasciculag®o ¢ semelhante a0 descrito nags pesquisas
onde retalhos musculares foram preparados por outvros métodos
(GLASBY et al, £986b; FAWCETT & KEYHNES, i984; GSCHMEISSRER

et al, 197e¢; HATTAR et al, 19%9@; PEREIRA et al, 199@¢).

Aceita-se quep Ffuncionaimente 2 compartimentalizacio
restabelece a homeostasia para & rvegenevacdp axonal. MORRIS
et al (19272) denominaram de "unidades de vegensraghio” a cada
um dos futuros minifascicuwlos, cujos camponentes
representariam brotamentos axonais de um dnico axbnio.

Entende~se também gque a destrui¢fo do perineuro atuaria
como estimule para a formaglo dos minifasciculos. Durante a
regeneragio axonal no  interior de proteses vazias, a
resposta pds—traumatica & seguids pov migragiao e
proliferacio celular em diregio ac tubo. Os fibroblastos
representam  uma grande fTracio dessa populacin celular

(FIELDS et al, 198%). Dessa forma os fibroblastos
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precursores dag celulas perineuwrais alcangariam o sitio de
rEgENETAGAD .

Nossas observacdes mostram que os minifasciculos estio
delimitados por celulas peringeurais. Admitimos ESSH
possibilidade a partir do fato de que as células 4que
circundam os =axdHnios apresentam membrana basal em ambas as
faces. Este fato tem servido como caracteristica diferencial
entre células perineurais e fibroblastous. Além disto, quando
analisado em microscopia eletvdnica, wm fibroblasto tipico
posswi reticuio endoplasmitico rugoso bastante desenvolvido
(SHANTHA & ROURRNE, 1i948).

NEo hd na litevatura referéncias sobve =@ ovigem dos
precursores das células perineuvrais, gquantdo se ubilizam
retalhos de membrana basal. Também nfo #oi nosse objetive
estudar esse aspecto. Oontwdo sntendemos que, da mesma forma
que  ocorve. e&m outras situagOes, os  fibroblastos devem
invadir o retalho muscular, n8o sd pelas extvemidades do
retalho mas também a partir de todo o leito em que foil
colocado. Além disso, podemos admitiv que eles tenham origem
no proprio intersticio deo retalho muscular implantado.

Ao nivel do coto distal nEo observamos presenca  de
minifasciculos, o aue estd de acordeo com & literatura,

Em alguns casos foram obsevvados pequenos fTeixes de
axbnios mielinizados externamente =wo epinewro. Quadro
semelhante foi relatado com o.empregw de retalhos musculares
{(FAKCETT & KEYNES, i9Bé6) e em autotransplante de nervo

periférico (MACKINNON et al, 1988). & provdvel que isto
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ocorven em  PunegBo das variagdes individuaie da conexis do
implante com 0% cotos NErVOsSDSs.

FAWCETT & KEYNES (i986), referem gue a rota seguida pelos
axOnios durante seu crescimento depende da manegira como o
implante ¢ =alinhado. Aceita-se que nos transplantes de
nervos os axonios que n#o sio "envolvidos” pelas unidades de
regeneracio desviam-sg para a peviferia (MACKINNON et al,

19846).

Uma importante diferenga gntre nossos achados e aqueles
da literatura, referentes a0 CHPTreqo dos retalhos
musculaves, refere-se ad aspecto dos axdnios mielinicos.

Nossas abservacgea mostram que Freqguentemente, tanto ao
nivel do retalho como no coto distal hdé evidentes sinais de
degengragio axonal. Eles 80 rvepresentados prvincipalmente
pela desintegragio da baipha de miglina e aumento da
elétron~densidade axoplasmatica.

Ha literatura nRo had referéncias gobre a ocorvéncia de
degeneracfo axonal no interior de rvretalho apds o tempo de
sobrevida de cinquenta dias ou mais (GLASEY et al, 19Béb;
HATTAR et al, 1990).

Entretanto, processos de degenevagio Walleriana s3o
descritos até o terceiro més pds-implante de autoenxerto de
nerve cidtico, em ratos (MACKINNON et al, 19Bé).

Esse fato nos leva a crer gque os axOnios em degenevago

do coto distal, evam o8 pré-existentes. A Ffavor desta
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hipdtese temos as observagies de RODRIGUES DE  OLIVEIRA
(4993, as quals  mostram que  cinqienta dias apds @
transecgio do nervo ciatico e, na auséncia intencional de
regeneraciao no coto distal, este ainda apresenta sinais de

degeneracio axonal.

Acreditamos  que outra possivel explicagBo para a
existéncia de axBnios em degenevragio deve-se ao fendmeno
conhecido como "sprouting” ow brotamento axonal.

Estd bem estabelecido gque o fendmeno do brotamento €
Wita resposta cavacteristica & lesio newronal, intdependents
da pnatureza desta. Ele foi observado mesmo apds desnervagio
pargisl ou  tratamento com newrotoxinas gue blogueiam a
transmissio nervosa ou o  transporte axonal (GORIO, 1984;
WERNIG & HERRERA, 1984; ROBRING, 41988). (s Dbrotamentos
originam—se ao nivel dos nodos de RANVIER ou no local onds
os axonioes pevden sua bainha de mielina. 0O resultado Final
desse fendmeno € gue de cada axdnio original produz diversos
ramps axonais mielinizados. Oz brotamentos axonnis crescem
distalmente em dire¢8o aos drgfos alQms.

Portanto, em um determinade periode de sobrevida o
ndmero de axdnios mie}inicos distalmente & lesio ¢ bem maior
que aqueles do coto proximal & também que a2 populagho de
Ccorpos neuronais no corne anterior da medula.

Apos um periodo de brotamento segue-~se um processo de

eliminagdo dos axdnios excedentes. 0O tempo em que isto



acorre depende de alguns fatores, como por  exemplo,
intensidade da les®o ¢ a distancia entre o sitio da lesfo e
o corpo celular.,

Para GLASEY &t al  {(i1i98B6b), nesse peviodo o nimero de
axbnins tanto a0 nivel do retalho, quanto no coto distal,
apresenta-se em ascensio. Entendemos que isto possa ser
atvibuide s diferentes condiges experimentais. Entretanto,
o assunto merece reconsideragio.

A degeneracio axonal apods regeneragBo  em  pritecses
tubulares tem sido atribuida & agho constrictiva exercida
pela parede dos tubos a partiv de certo periodo (Le BEAU et
al, 198Ba; LANGONE, 1991). Nio & improvdvel que também na
interface retalho musculay & coto distal a sutura  posss
produziv fibrose com consegiente degeneragio axonal .,
Contudo, entendemos que esta seria a hipdtese menos acelita
para explicagio de nosses achados, pois a0 procedevimos o
implante do rvetalho, apenas dois pontos de sutura em cada

extremidade Toram empregados para a conexido.

Dutvrao aspecto a SET destacado refere-se @
reconstitui¢io do perineuro ao nivel do retalho muscular,

NHossas observagdes & nivel de microscopia dptica s8o de
que vdrias: camadas de células, permeadas por Jfeixes de
fibras colagenas, displem~se concentricamente ao redor do
nervo rvegenerado. le fato, idiste Ficouw clavo na andlise &

microscopia eletrdnica. Esses dados estio de acordo dqueles
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da Titeratura sobre retalhos musculavres (BLASEY et al,
i99@).

Aapesar de  ter sideo empregado com sucesso no reparo de
segmentos com 5 cm em ovelhas (GLASRY et al, 1999) € 4 cm em
coelhos (FAWCETT & KETYNES, 1i984), imagina—sSe que o emprego
da membrana basal muscular seria limitado poy =YY
incapacidade de "sustentar” a regeneracio  axonal  por
distancias majiores,

rRecentemente, Foi  demonstrado que o retalho muscular é
inicialmente invadide por cé€lulas de Schwann orviundas do
coto proximal e que a migragHo dessas células antecede ou,
no maximo, coincide com a regenevacio dos axdnios (FENELEY
et al, 1994i).

0 mesmo fol observado quando se uwtilizam enxertos de
nervos congelados, onde as cédlulas de Schwann originais sdo
mortas & substituidas por células provenientes do coto
proximal, que irZo sustentar os axdnios em regeneragdo.

Concluin-se que o crescimento axonal sempre & feito em
um substrato de células de Schwann, independente do tipo de
material utilizade para o reparo da lesf3o nervosa. Assim, 0s
autoenxertos musculiares podem ser utilizados efetivamente
como substitutos dos transplantes de nervos congelados.

Estd claro que em situagbes onde s possa aumentar o
intdice de mitose das c¢élulas -de Sehwann, bem como  sua
velocidade de migragio, estar iamos aumentando oY
possibilidade do uso de enxertos musculares (FENELEY et al,

1994) com sutesso,
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Entendemos que o método de obtengio do fetalha Por nds
precopnizado & relativamente de facil confecgBo. v mesma
Forma, observamos que a confecedo do rvetalho a partiv do
misculo tibial anterior do rato seria mais fégi], pPois sua
situaglo topogrdfica, dimediatemente abaixo da pele, permite
injecdes transcutdneas.

Do ponto de vista da =aplicagio desses vetalhos no
homew, teoricamente entendemos que ele apresenta vantagens
em relagiio aqueles obtidos por congelamento. HR sempre um
misculo disponivel no local da lesBo nervosa a ser reparada.
Assim, este poderia ser injetado transcutaneamente e  uwm
retalho obtido a partiv da wmesma dncisfo cirdrgica a cer
feita para a repavagdo nervosa. Oubtra vantajem & que seria
preparado "in vivo", diminuindo os riscos de contaminagfo.

Assim entendemos que 0% resultados deste trahalho sHo
Promissores no .gentido de  poder ge oferecer um novo método
para obteng8o do retalho muscular. Apesar disto, estudos
sistematicos deverfo ser efetuados, com o objetivo de sce
comparar og mesmos resultados com aqueles obtidos pelos
métodos claseicamente empregados  para a confec¢io de

retalhos musculares,
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CONCLUSGES



Os resultados deste trabalho conduziram-nos 2

seguintes cohclusdes:

A) Injegbes intramusculares de 2nestesicos  locais
permitem a obtengio de "tubos de membrana basal” atvavés dos

quais ocovrre regenervaclo nervosa periférica.

B) Retalhos musculares gus levam a uma boa regensragio
axonal podem ser obtidos com injegles de 0,3 ml de lidocrina

a 2% no misculo tibial anterior e 2,1 ml no misculo sdleo,

cde ratos.

Cy 05 retalhos devem aser implantados vinte € quatro

horas apds terem recebido as injecles.

LY Em todos os casos o cobo distal foi invadideo =

calonizado pelos axOnios em vegeneracio.

E} Este trabalho estd céracterizado camo #odelo

expevimental .
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RESUMOD



Foram vrealizados autotransplantes de retalhos
musculares em 19 vatos wistar Témweas com & & 7 semanas de
idade. Em um grupo de 6 animais utilizou-se o misculo tibial
anhtevior; wr segunde grupo  Fformadoe por B ratas recebeu
retalho obtido através do misculo séleo e, 0 terceivo com 5
animais serviu para andlise da morfologia normal do nervo
cidtico. 0Os misculos a serem enxertados vreceberam uma
inje¢io de cloridvato de lidocaina (Xilocaina™) a 2%, sendo
que nos casos do ﬁdsculo tibial anterior o volume foi de @,3
ml & nho grupo do musculo sdleo Foi de 0,4 ml. Estes
procedimentos foram realizados sob anestesia induzida por
inalagio de ©€ter etilico e executados na pevna direita dos
animais. Apods vinte & quatro hovas, os ratos foram novamente
anestesiados com  wma mwistura de 'cloridratm de cetamina
(Ketalar®™) ¢ cloridrato de timzinx (Rumpun®™) na dose de 0,3
ml/iee de peso corporal. A seguir = regifio gliltea e
posteriov da coxa esquerda fToram depiladas. Procedeu—se,
entB0, a rvetirada do Fragmento muscular com auxilio do
micvroscdpio cirdrgico e realizada uwma fina dissecgfo do
retalho, deixando-o com um difmetvreo ligeivamente supevior ao
do nervo ciatico & comprimento de 3 mm nos casos do tibial
anterior & de 3-4 mm nos gasos do mdsculé s0leo. Ainda sob
lupa, a pele da regifio gldtea e posterior da coxa esquerda
foi aberta € o nervo ciatico exposto. Com uma tesoura
microcirdrgica seccionou~-se 0 nervo e retivrou-se Hm

fragments de 1 mw de comprimento. Suturou-se, entfo, o
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implante entve o5 cotos nervosons com um ponto em  cada
extremidade com fio monofilamento nylon 10.9Q Dermalon.

Apds um periodo de sobrevida de 59 dias, os ratos foram
anestesiados e, com o auxilio do microscdpio cirdrgico o
pervo cidtico Foi exposto e Fixado in gifu com  Fiwadovr
Karnovsky (i265). 0 fixador & 4°C Joi deixado Danhandoe o
nervo por 19 minuwtos. A seguiv, o nerva Tl retirade e
seccionado em dois Fragmentos, um correspondendo & regifo do
implante ¢ o outryro ao coto distal. Estes Foram ent 3o
processados para Microscopia eletrdnica.

Observamos que, o tratamento empregado na preparagcio
dos retalhos musculares permitiua o crescimento axonal a
partir do coto proximal. Estes atrvavessaram a rvegilo do
implante ¢ colonizaram o coto distal. Isto fol possivel uma
VEE  gue, o clovidrato de lidocaina provocou intensa
mionecrose tendo como reswltadeo a  formaglo de tubos de
membyana basal muscuelayr “varios', através do qual ocorreu a

I“&‘QEHE.‘!"&GZ&'O dos axE‘m iog.
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SUMMARY



Evacuznted muscle is a possible substitute for nerve
autografts in the repair of damage pevipheral nerves.
Previous experiments have shown that killed or evacuated
muscle grafts are as effective as nerve autografts for
Bbriding gaps of wup to 4 mm between proximal and distal nerve
stumps. Evacuated muscle rafts are made of extracelidlar
matrix components, which are good substrates Tor axon growth
in witro. However there ave some difficults to obtain the
muscle autografts. In the present we have studied the
paossibility of & new method to pbstain this graft. In forty
adult female mice the tibialis anterior muscle (8 animals)
and soleus muscle (& =zmnimals) were idinjected by @,3 ml and
9,4 ml of the lidocaine hydrochlovi®e vespectively. Twenty—
for hours later sach animal receveid a muscle autograft.
There the ciatic nerve left was seccionated and the graft
was inserid by a 41@.¢ their mononylon surgical under
micvroscopic., Fifty davys after, the animals that received the
muscle graftt, were anesthetlsed by ketamine hbydrochloride
and xulszine and the graft region and the distal end =as
well, were processed by eletroniec microscopic methods.

Our results showed the Fifty days after implants both
région aratt and distal end were recolonized by mielinic and
amielinic axons. The ultrastvructural aspects, remind that
anes obssrved by others methods of nerve repair by muscle

araft .,
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