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RESUMO

As vitaminas do complexo B s3o importantes tanto no metabolismo
do sistema nervoso central como periférico. Sua deficiéncia pode causar
degeneracdo do axdnio ou da bainha de mielina das fibras nervosas; sendo
porém revertido o quadro quando da sua administracfo. Varias patologias do
sistemna nervoso periférico causam lesdo da bainha de mielina, ou do ax0dnio
ou de ambos. Assim 0 uso de vitaminas esté indicado como medida de
tratamento, porém hi controvérsia a respeito. O objetivo deste trabalho foi
estudar a influéncia da tiamina, piridoxina e cianocobalamina durante a
regeneracdo axonal. Ratos adultos foram divididos em trés grupos: I II III. Nos
animais dos grupos I e II foi injetado 4lcool etilico a 35% no nervo isquidtico
esquerdo, levando a degeneracdo da bainha de mielina ¢ do ax0nio das fibras
nervosas. Os amimais do grupo I receberam via oral tiamina, piridoxina e
cianocobalamina diariamente, os do grupo II nfo receberam-nas e os animais
do grupo II foram usados para andlise morfoquantitativa do nervo isquidtico
normal. Ap6s 60 dias da infiltracdo com dlcool etilico a 95%, o nervo
isquidtico esquerdo de todos os animais foir removido, processado para
microscopia de luz e eletrdnica, submetido a analise quantitativa e qualitativa.
Os resultados mostraram ndo haver diferencas histolégicas entre os grupos L e
II. A andlise do mimero médio de axOnios mielinicos e da drea média da
seccio transversa mostraram ndo haver diferenca significativa entre os trés
grupos. N#o foram observados sinais de intoxica¢do vitaminica com a

dosagem utilizada.




ABSTRACT

The vitamin B complex are important in the metabolism of the
central and peripheral nervous system. Its deficiency can lead to the
disintegration of the myelin sheath and to the to axonal damage, and can be
relieved by appropriated therapeutic measures. Several diseases of the
peripheral nervous system may lead damage in the myelin sheath or in the
aﬁen or both. This fact has lead to the recommendation that vitamins B
complex can be administrated as a therapeutic method, but there is
controversy about this. The aim of this work was to study the influency of the
thiamine, pyridoxine and cobalamine in the course of axonal regeneration.
Fully-grown rats were divided in three groups: 1 II IIl. In the animals of the
groups I and II were injected ethylic alcohol in concentration of 95% in de left
ciatic nerve, what promoted degeneration of the myelin sheat and the axon of
the nerve fibers. The animals of the group I daily received thiamine,
pyridoxine and cobalamine by oral way, that of the group II do not received
the vitamins and that of the group III were used to provide histological and
quantitative data of the normal catic nerve. Sixty days after the application of
ethylic alcohol - 95%, the left ciatic nerve of all animals were removed,
processed for light and electron-microscopy, and carried to a histological and
quantitative analysis. The results showed no histological differences between
the groups I and II. The analysis of the number of the myelinic axons and the
value of the cross section area showed no significant difference among the
three groups. It was not seen any sign of intoxication by vitamins, with the

doses used in the present study.




1 INTRODUCAQO

Mesmo que fosse fornecida uma dieta quimicamente balanceada
composta por proteinas, carboidratos, gorduras, todos os sais minerais
necessdrios, a vida ndo poderia ser mantida. Seriam necessdrios fatores
adicionais existentes nos alimentos naturais, embora em quantidades minimas.

Tais fatores sdo as vitaminas (HARPER, 1977).

Sdo agrupadas em lipossoliiveis e hidrossoldveis (ou do complexo B
por razdes histéricas). Neste dltimo grupo é que se enquadram a tiamina,
piridoxina e cianocobalamina. As vitaminas do complexo B tém importante
papel no metabolismo, tanto do sistema nervoso_central como periférico

(SINCLAIR, 1956; DAKSHINAMURTI, 1982).

A tamina atua no metabolismo dos carboidratos, na sintese de
mielina e parece servir como modulador da transmissio neuromuscular

(COMBS, 1992).

A piridoxina atua no metabolismo de aminoécidos, e sua caréncia
no homem promove neurite periférica associado com edema e

hipersensibilidade de sinévias (MARCUS & COULSTON, 1987).




A clanocobalamina tem participacdo importante na correcio de
distirbios neuroldgicos, pois sua deficiéncia promove uma difusa e
progressiva desmielinizacdo do sistema nervoso periférico chegando até as
colunas lateral e posterior da medula espinhal (KARNAZE & CARMEL,

1990; LOVBLAD et al., 1997; AL-SHUBAILI et al., 1998).

O nervo, estrutura integrante do sistema nervoso periférico, €
constituido por milhares de fibras mielinicas e amielinicas, mantidas unidas
por tecido conjuntivo; nutridas por uma série de vasos sanguineos com muitas

anastomoses entre si (HAM & CORMACK, 1983).

A fibra nervosa é constituida pelo axdnio, envolto pela bainha de
mielina, que & produzida pelas células de Schwann através do mecanismo de
enrolamento. Estas células se dispdem em toda a extensdo da fibra nervosa
formando uma bainha, ocorrendo estrangulamentos desta a intervalos
regulares nos chamados nodulos de Ranvier. Isto ocorre nas fibras mielinicas.
Nas fibras amielinicas a célula de Schwann nfo realiza enrolamento no
axOnio ¢ uma udnica c¢élula de Schwann pode envolver varios axénios

(FAWCETT, 1986; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).




Frente a um processo lesional do nervo, os achados essenciais da
sua reacdo podem ser sumarizados em trés categorias: degeneracdo
Walleriana e regeneracfo, desmielinizacdo segmentar e degeneracfo axonal,

(RICHARDSON, 1995).

A degeneracdo Walleriana ocorre quando o axdnio em algum ponto
de seu trajeto € desconectado do seu centro tréfico. No coto proximal a lesdo
o axbnio degenera até o primeiro ou o segundo né de Ranvier seguinte,
podendo ocorrer cromatélise no corpo celular se a lesdo for muito proxima a
este. Distalmente 2 lesfio tanto 0 ax0nio como a bainha de mielina se
desintegram sendo digeridos pelas c€lulas de Schwann que proliferam, e por
macréfagos. No processo de regeneracdo ocorre formacdo de muitos brotos a
partir da extremidade distal do segmento sobrevivente do axdnio, que nao
encontrando obstrucdo, irdo crescer até o coto distal ao longo de um trajeto no
tronco nervoso (LUNDBORG, 1987; ROBINS & COTRAN, 1991;

RICHARDSON, 1995).

A desmielinizacdo segmentar € a situacdo na qual frente a

determinadas patologias, segmentos internodais de mielina sdo destruidos,




deixando os axOnios intactos. Foi descrito inicialmente por Gombault em

1880 (RICHARDSON, 1993).

A degeneracdo axonal ocorre quando hd uma disfuncdo inicialmente
no corpo celular fazendo com que este se torne incapaz de manter seu axonio.
A degeneracdo comega na por¢do periférica do axdnio e avanca em dire¢do ao
corpo celular, processo também conhecido como degeneracdo retrograda

(ROBINS & COTRAN, 1991: RICHARDSON, 1995).

Nas sindromes por deficiéncia de tiamina, piridoxina e
cianocobalamina ocorre dano da bainha de mielina e do axdnmio; sendo

revertido se corrigida tal deficiéncia (ADAMS & VICTOR, 1996).

Ha possibilidade que no caso de lesdes nervosas com acometimento
da bainha de mielina e ou axdnio, as vitaminas tenham sua indicacdo no
processo de regeneracdo, mesmo ndo havendo sintomas de deficiéncia. Existe |
controversia a este respeito; alguns trabalhos mostram atuacdo positiva das
vitaminas no processo de regemeracdo (HASEGAWA et al, 1973;
YAMATSU et al, 1976ab; YAGIHASHI et al., 1982: ELLIS, 1987:
SONOBE et al., 1988; SAKITAMA et al,, 1989; BECKER et al.1990;

WATANABE et al., 1994; FUJII et al., 1996;), outros mostram nio haver




(AMADIO, 1985; MISUMI et al., 1985; JACOBSON et al., 1996; BENDER,

1999).

Assim, este trabalho tem por objetivo analisar as caracteristicas do
nervo regenerado durante a administracdo sistémica das vitaminas: tiamina,

piridoxina e cianocobalamina em ratos wistar.




2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS DO NERVO

O Sistema Nervoso desenvolve-se a partir da placa neural, estrutura
que aparece no final da terceira semana de vida fetal, consistindo do
espessamento do ectoderma e localizando-se dorsal e rostralmente 3 linha
primitiva. Cresce progressivamente tornando-se espessa na sua regifio central,
formando um sulco no sentido longitudinal, sulco neural, que var se
aprofundando para formar a goteira neural, ficando nas suas bordas as pregas

neurais, uma em cada lado (CARPENTER, 1978).

As bordas se fundem juntamente com as pregas neurais formando o
tubo neural. Quando as pregas neurais se fundem algumas células do
ectoderma da margem da placa neural ndo se incorporarm ao tubo neural,
formando uma ldmina na parte dorsal no sentido longitudinal de cada lado do
tubo neural, € a crista neural. O tubo neural da origem a elementos do sistema
nervoso central, enquanto a crista neural origina a maior parte do sistema
nervoso periférico, dentre estes os nervos. (PATTEN, 1953; CARPENTER,

1978; MOORE, 1978; MACHADO, 1980).




O nervo, estrutura em forma de corddes cilindricos esbranquicados,
é formado por feixes de fibras nervosas envolvidas por bainhas de tecido
conjuntivo, nutrido por uma grande quantidade de vasos que se anastomosam
livremente. H& artérias e arteriolas a nivel epineural, interfascicular,
perineural, intrafascicular e endoneural. Artérias nutridoras que partem de
vasos fora do nervo penetram neste, freqiientemente ao longo de seu curso

comumnicando-se com os vasos neurais (HAM & CORMACK, 1983).

A fibra nervosa ¢ formada por um axdnio envolto por células de
Schwann, originadas das células da crista neural, dispondo-se em todo seu
comprimento formando a bainha de Schwann ou neurolema (FAWCET,

1986).

O ax6mnio € um prolongamento delgado, geralmente longo, do corpo
celular do neurénio que se origina a partir de uma massa cOnica do
protoplasma especializado chamado cone de implantacdo ou cone axonal.
Desde sua porcdo inicial contém neurofilamentos, microttibulos, reticulo

endoplasmatico liso, mitocndrias, e vesiculas (CARPENTER, 1978).

No nervo existemn axOnios mielinicos e amielinicos; nos axdnios

mielinicos ha a bainha de mielina, estrutura formada pelas células de
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Schwann. Inicialmente uma célula de Schwann envolve um axdnio fazendo

com que o mesmo fique localizado dentro de uma fenda do seu citoplasma.

A partir dai a célula de Schwann comeca a girar de forma espiral
em torno do ax0nio formando uma estrutura multilamelar composta por
lipideos e proteinas. Quanto maior o ndmero de voltas, mais espessa € a
bainha de mielina que ocorre em toda extensdo do axbnio e apresenta
estrangulamentos a intervalos regulares; os nodos de Ranvier. A bainha de
mielina apresenta grande capacidade de isolamento elétrico aumentando
assim a velocidade e a eficiéncia do estimulo nervoso (RICHARDSOM, 1995:

GUYTON & HALL, 1997).

Noé ax6nios amielinicos ndo existe a bainha de mielina. Nestes uma
célula de Schwann envolve entre 5 e 25 axdnios, ndo fazendo enrolamento em
espiral. As células de Schwann se unem lateralmente formando uma bainha
continua, ndo existindo os nodos de Ranvier. JUNQUEIRA & CARNEIRO,

1999).

Aspecto interessante € a presenca da membrana basal revestindo
cada célula de Schwann. A membrana basal € continua em toda a extensio do

axOnio ndo sendo interrompida nem mesmo nos nodos de Ranvier. E

11




sintetizada pelas c€lulas de Schwann, composta por: fibras de coldgeno tipo
IV, glicoproteinas (laminina e entactina) e proteoglicanas como heparan-
sulfato. Pode ser dividida em trés camadas distintas: a primeira é a 14mina
licida, situada mais prxima a membrana das células de Schwann,
correspondendo a regifio elétron-lucente quando analisada a microscopia
eletrdnica; a segunda € a 14mina densa, situada entre a 1amina hicida e 1mina
reticular, apresentado-se elétron-densa & microscopia eletrdnica; a terceira é a
lamina reticular, localizada entre a lamina densa e o endoneuro (ALBERTS et

al., 1989).

A membrana basal tem importante papel na regeneracio do nervo,
pois mantendo-se integra frente a lesdo do mesmo serve como arcabouco aos

axomnios em regeneracdo (ALBERTS et al, 1989; IDE et al., 1983).

As bainhas conjuntivas sdo representadas pelo endoneuro, perineuro

e epineuro sendo responsaveis pelo suporte e nutricio do nervo.

O endoneuro envolve cada fibra nervosa dispondo-se
longitudinalmente a esta. E constituido principalmente por fibras reticulares e

colagenas tipo II sintetizadas pelas células de Schwann, substincia

12




fundamental homogénea. e poucos fibroblastos (CARPENTER, 1978;

JUNQUEIRA & CARNEIROQ, 1999).

O perineuro envolve externamente cada fasciculo. E COMmMpOosto por
camadas de células achatadas, com membrana basal espessa, dispostas
concéntricas e longitudinalmente em relacdo as fibras nervosas. As células
das camadas mais profundas apresentam citoplasma ligeiramente granular
com mitocOndrias esparsas e vesiculas de paredes rugosas. Também foram
encontradas fibras coldgenas e reticulares (CARPENTER, 1978;
RICHARDSON, 1995). Segundo LUNDBORG, (1987) o nimero de camadas

do perineuro varia conforme o didmetro dos fasciculos envolvidos.

O epineuro € a camada mais externa envolvendo os fasciculos
nervosos. E composto por fibras coldgenas dispostas longitudinalmente s
fibras nervosas. Estas fibras sdo mais espessas que as do endoneuro e

perineuro. 530 encontrados também mastécitos macréfagos e fibroblastos.

As bainhas conjuntivas juntamente com 0s vasos sanguineos, além
do papel mecanico e suporte nutricional formam uma barreira contra a entrada
de microorganismos e macromoléculas, tendo também participacdo

importante nos processos de reparacdo dos nervos (RICHARDSON , 1995).

13




2.2 RESPOSTAS DO NERVO FRENTE A INJORIA

Diferentemente do sistema nervoso central o sistema nervoso
periférico tem grande capacidade de regeneracdo. Frente a uma agressdo o
nervo apresentara as seguintes reacOes: Degeneracio Walleriana e
Regeneracdo, Desmielinizagdo Segmentar e Degeneracdo Axonal (ROBBINS

& COTRAN, 1991; RICHARDSON, 1995).

2.2.1 Degeneracao Walleriana

Quando um axdénio € lesado, havendo descontinuidade com seu
centro tréfico ocorrem alteragdes no corpo celular, na extremidade proximal,

e na extremidade distal a lesdo (CARPENTER, 1978).

Ha paralisia imediata dos misculos bem como perda da
sensibilidade no territdrio inervado por estes axénios. Ocorre um aumento do
volume do corpo celular, deslocamento do niicleo para a periferia, e
alteracGes na estrutura do citoplasma; € a cromatdlise (FAWCETT &

KEYNES, 1990).

14




Esta reagdo reflete a preparacio metabdlica para reposicdo do
volume axoplasmdtico devido a perda do segmento distal do ax0nio,
ocorrendo um aumento na concentracdo de R. N. A. para a sintese protéica.
As reagdes do corpo celular variam conforme a proximidade da lesdo; lesdes

muito proximas podem leva-lo a morte (LUNDBORG, 1987).

Ainda na por¢do proximal da fibra presa ao corpo celular, as
alteracOes degenerativas em dire¢do ao corpo celular estendem-se por uma
distancia de 1 a 2 internodos (CARPENTER, 1978). Estas alteracGes sdo

semelhantes aquelas que ocorrem na porcio distal 4 lesdo.

Cerca de 20 horas apds a injdria, comecam a aparecer multiplos
brotés de regeneragdo na porgdo mais distal da parte proximal dos axdnios.
De um tnico neurénio podem se originar até 25 destes brotamentos que
avancam em direcdo a porcdo distal (FAWCETT & KEYNES 1990;

RICHARDSON, 1995).

Na porcdo mais distal de cada broto existe uma mtumescéncia, o
cone de crescimento, da qual se originam varias espiculas ou filopédios os

quais exploram o ambiente através de constantes movimentos. Quantidades

15




considerdveis de actina t8m sido demonstradas nestes indicando papel

importante na sua mobilidade (LUNDBORG, 1987; BUETTNER, 1995).

Na porcdo distal 2 lesdo os axdnios e a bainha de mielina se
desintegram completamente em toda extensdo do axdnio até a sua arborizacio
terminal (CARPENTER, 1978). As primneiras alteracSes na por¢do terminal
podem ser visualizadas & microscopia eletrbnica sendo caracterizadas por
desintegracdo das estruturas do  cioesqueleto  (microtibulos e
neurofilamentos), com actmulo de granularis debris no citoplasma. A
membrana celular axonal desaparece, 0s axdnios comecam a se fragmentar
mantendo-se ainda a bainha de mielina envolvendo o0s ax0nios remanescentes
até que também esta se desintegre sendo fagocitada por macréfagos e células

de Schwann (RICHARDSON, 1995).

As células de Schwann comecam a se proliferar intensamente
ficando mais alongadas, seus processos se interdigitam permanecendo
envolvidas pela membrana basal, a qual forma como que um tubo em torno
das mesmas. A medida que seu numero vai aumentando vio se dispondo em

cadeias longitudinais no interior destes tubos formando as bandas de Bungner
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que apresentam papel importante na regeneracdo do nervo (LUNDBORG,

1987; RICHARDSON, 1995).

Cerca de um a dois dias ap6s a lesdo 0s macréfagos provenientes da
circulagdo aumentam em mimero no local da degeneracdo, passando pela
membrana basal da célula de Schwann fagocitam os restos da bainha de

mielina e dos axdnios (RICHARDSON, 1995).

No processo de regeneracdio, a nivel do corpo celular, ocorre
aparecimento dos corpos de Nissl em torno da membrana nuclear, o nucléolo
toma sua posi¢do central e 0 corpo vai gradualmente voltando ao seu volume

normal. (CARPENTER, 1978).

A medida que o processo regenerativo continua os brotos axonais
entram nas bandas de Bungner formando como que cachos de axdnios em
regeneracdo envolvidos pela membrana basal das células de Schwann.
Gradualmente os ax0nios, aumentam em didmetro chegando proximo daquele

dos quais se originaram. (LUNDBORG, 1987)

As celulas de Schwann nas bandas reorganizam-se de maneira que a

relacdo célula de Schwann/axdnio regenerado seja 1:1, semelhantemente
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como ocorre durante o desenvolvimento embriondrio. Estas células de
Schwann irdo promover a formacdo da bainha de mielina, que serd mais fina e
com iternodos mais curtos, em relacdo as fibras normais. (RICHARDSON,

1995).

A membrana basal das células de Schwann desempenha papel
fundamental ndo somente no direcionamento dos axdnios em regeneracio,
como também na manutencdo e maturagdo dos mesmos (IDE et al., 1983;

TERENGHI, 1999).

Os macréfagos sdo recrutados para o local da lesio durante a
primeira semana pés-lesdo, contribuindo para a lise e fagocitose da mielina e
subseqliente proliferacdo das células de Schwann. Tanto as células de
Schwann como os macréfagos secretam substancias mitogénicas e fatores de
crescimento que atuam no processo de regeneracio axonal e mielinizagdo

(PERRY & BROWN, 1992; TERENGHI, 1999).

2.2.2 Desmielinizac¢io Segmentar

-

E caracterizada pela perda seletiva de internodos de mielina com

preservacdo dos neurdnios (RICHARDSON, 1995: ROBBIN S, & COTRAN,
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1991). Sdo encontrados ao exame histopatolégico, dreas de desmielinizacdo
(nos cortes transversais) ou distribuicdo segmentar de desmielinizacdo (em
cortes longitudinais) Assim que cesse O processo patoldgico que induziu a
desmielinizacdo, ocorre remielinizacdo por células de Schwann que se
proliferam no local lesado, porém os novos segmentos de mielina sd0 mais

curtos e delgados (RICHARDSON, 1995).

Tanto em circunstdncias clinicas como experimentais, episodios
repetidos de desmielinizacdo alternando com mielinizacfo ocorrem. A medida
que estes ocorrem as células de Schwann vao se dispondo em circulos em
torno dos axdénios juntamente com as fibras conjuntivas formando estruturas
denominadas bulbos de cebola (ROBBINS & COTRAN, 1991;

RICHARDSON, 1995).

2.2.3 Degeneracdo Axonal

Diferentemente da degeneracdo Walleriana que é resultado abrupto
da perda da continuidade da fibra nervosa, na degeneracio axonal os eventos
celulares e intersticiais ocorrem de maneira lenta conseqiiente a processo

patoldgico de instalacdo lenta (RICHARDSON, 1995).
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Virias sdo as patologias que podem levar a degeneracdo axonal,
entre estas a deficiéncia nutricional por vitaminas do complexo B

(RICHARDSON, 1995; ADAMS & VICTOR, 1996).

Sugere-se que em algum instante no axdnio inicia-se degeneracio
na por¢do mais distal com relacdo ao corpo celular e esta progride em direcio
ac mesmo. Tem-se postulado que o sitio inicial da lesdo é o corpo celular
onde ha incapacidade deste para manter o axénio em toda sua extensdo,

resultando degeneracdo retrégrada do mesmo (ROBBINS & COTRAN,

1991).

A presenca da degeneracdo axonal € diagnosticada ao exame
histolégico, em cortes transversais do nervo, pelo nimero diminuido de
axOnios mielinicos e amielinicos, acompanhado de grande quantidade de

tecido conjuntivo (RICHARDSON, 1995).
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2.3 ASPECTOS SOBRE AS VITAMINAS

2.3.1 Historico

Conforme COMBS (1992), hi cerca de 2600 anos aC. ja era
descrito pelos Chineses uma doenca onde os pacientes apresentavam apatia,
dores, formigamento pelo corpo, e diminuicdo de forca muscular. Esta
patologia apresentava grande incidéncia na populacio Asidtica, onde a dieta
era constituida basicamente de arroz branco (arroz polido). Tal doenca €
conhecida hoje como Beribéri, cujo termo significa fraqueza em Cingalés
(DORLAND, 1994), lingua falada na antiga Ilha do Ceildo hoje Repiiblica do
Srilanka. Nesta patologia ocorre lesdo do sistem&_ nervoso periférico e

coragdo, causada por ingestfio deficiente de tiamina.

Em 1860, na marinha Japonesa, cerca de um terco dos marinheiros
apresentavam quadro clinico compativel com Beribéri. Em 1870, apés estudos
feitos por Takaki, diretor do centro médico naval Japonés, foi acrescentado na
dieta dos marinheiros, vegetais, peixe, carne bovina e cevada. Como resultado
a incidéncia desta patologia caiu de 40% para praticamente 0% em 1875.

Assim acreditou Takaki que o beribéri era causado por uma dieta pobre em
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proteinas e excessiva em carboidratos. Mesmo nfo estando correto em relacdo
a causa da doen¢a lancou uma luz para sua etiologia e também para

descoberta das vitaminas, ao correlacionar a doenca com dieta.

Em 1886 Christian Eijkman, juntamente com outros pesquisadores,
foi enviado para onde hoje é Jacarta na Indonésia, para investigar a causa do

Beribéri, pois sua incidéncia era bastante alta naquela regido.

Tendo sido aluno de Robert Kock, eminente bacteriologista,
realizou uma série de exames de sangue, saliva e inoculacdo destes em
animais no sentido de reproduzir a doenca, como tentando encontrar causa
bacteriolégica. Ndo obteve sucesso. Porém passou a observar que certas
galinhas que ficavam em seu laboratério apresentavam-se fracas ficando
praticamente imdveis, outras andavam com dificuldade, outras chegavam até
a morrer; sinais estes presentes em pessoas com beribéri. Apés algum tempo
as galinhas sobreviventes apresentavam melhora do quadro. Foi entdo
verificar os relatérios feitos pelos seus assistentes que tratavam das aves e
notou que no periodo que estavam doentes, receberam arroz branco (arroz
polido), no periodo que apresentaram melhora receberam arroz marrom (arroz

ndo polido). Com esse fato em mente realizou uma série de experimentos nas
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aves € observou que quando recebiam arroz polido ficavam com sintomas de
beribéri, sendo revertido o quadro quando recebiam arroz ndo polido. Assim
estava claro que havia algo na casca dq arroz que protegia as aves da doenca.
Prop6s entdo num ensaio clinico, que se dessem dois tipos de dieta aos
prisioneiros de Java: uma com arroz polido, outra com arroz nio polido. Foi
clara a grande incidéncia de casos de beribéri entre aqueles que receberam
arroz polido, e praticamente zero entre oS que receberam arroz niao polido.
Prosseguindo seus trabalhos, em 1897 encontrou aquilo que chamou de fator
antipolineuritico, ou antiberibéri, que podia ser extraido da casca do arroz

com 4dgua ou dlcool.

Em 1906, juntamente com outro pesquisador, Grijns, publicaram em
trabalho: "HA no material proveniente do polimento do arroz uma substincia
diferente de proteinas, e sais munerais que € indispensdvel para a satide e cuja

auséncia causa polineurite nutricional.”

Este fato estimulou muitos pesquisadores a trabalharem no sentido
de isolar esta substincia da casca do arroz, entre estes Casimir Funk,
biogquimico Polonés que trabalhando na Inglaterra acreditou ser uma amina tal

fator e assim como era vital para a vida denominou-o vitamina.
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O nome ndo foi alterado embora se reconhecesse posteriormente
que os fatores alimentares dessa classe ndo sdo necessariamente aminas nem

tem estrutura relacionada com as aminas (MARCUS & COULSTON, 1987).

Osborne e Mendel em 1913 haviam demonstrado na manteiga a
presenca de um fator necessario para o crescimento de ratos. Permanecia uma

divida se este fator de crescimento era 0 mesmo que vitamina.

Em 1915 Maccollum e Davis demonstraram que haviam de fato
pelo menos dois fatores nos alimentos, necessérios para o desenvolvimento
normal de ratos. Um deles podia ser extraido usando solventes para gordura,
outro usando dgua. Assim chamou ao primeiro de fator solivel A e ao
segundo de fator solivel B. Trabalhos seguintes mostraram que o fator solivel
B ndo sé era necessdrio para o crescimento dos ratos como prevenia
polineurite em galinhas. Por isso ficou claro que o fator B solivel em agua ou
hidrossoltdvel era idéntico ao fator antiberibéri de Funck que ja havia sido

descrito como uma vitamina; entdo passou a ser conhecido como vitamina B.

Trabathos posteriores identificaram que a vitamina B, na realidade
era constituida por um grupo de substincias importantes para ©

desenvolvimento de animais e dos homens. Essas substincias foram
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originalmente agrupadas em conjunto pois podiam ser extraidas em alta
concentragdo de certos alimentos como figado e 1&vedo, nos quais o fator B

antiberibéri havia sido identificado.

Quando foram reconhecidos separadamente ingredientes ativos no
fator B receberam as denominagdes de vitamina By, vitamina B,, e assim por
diante. Esses nomes foram substituidos posteriormente por designacdes
quimicas. Apesar de apresentarem estrutura quimica e funcdes diferentes, sua
classificacdo conjunta até hoje justifica-se pela semelhanca de suas fontes
dietéticas e pela tendéncia que as doencas carenciais apresentam de envolver

a ingestdo inadequada de mais de um membro do grupo. (COMBS, 1992).

2.3.2 Tiamina

Foi isolada na forma cristalina em 1926 por Jansen e Donath, em
1936 sua estrutura foi determinada por Williams. O Council on Pharmacy and
Chemistry dos Estados Unidos adotou o nome de tiamina para designar a
vitamina B, cristalina, sendo atualmente o nome oficial da vitamina na USP

(MARCUS & COULSTON, 1987)
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A forma ﬁsiologicémente ativa da tiamina é o pirofosfato de
tiamina, que atua n6 metabolismo de carboidratos como coenzima na
descarboxilacdo de alfa cetoicidos, e na utilizagdo de pentoses no desvio de
monofosfato de hexose, funcdo que envolve a enzima transcetolase,
dependente de pirofosfato de tiamina; participa também como modulador da

transmissao neuronal (MARCUS & COULSTON, 1987; COMBS, 1992).

Nos casos de deficiéncia de tiamina, seja a nivel experimental ou
clinico, ocorre degeneracdo da bainha de mielina e dos axénios dos nervos
(SINCLAIR, 1956; NISHINO & ITOKAWA, 1977; ROBBINS & COTRAN,
1991; RICHARDSON, 1995; ADAMS & VICTOR, 1996; GUYTON &

HAIL, 1997).

2.3.3 Piridoxina

Em 1936, Gyorgy, distinguiu do fator B,, (vitamina B,) um outro
fator hidrossoltvel, cuja deficiéncia em ratos causava um tipo de dermatite,
chamando-o de vitamina Bs A estrutura da vitamina foi elucidada em 1939.
Mostrou-se que vérios compostos naturais relacionados (piridoxal, piridoxina,

piridoxamina) possufam as mesmas propriedades bioldgicas e por isso
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deveriam ser chamadas de vitamina Bg. No entanto o Council on Pharmacy
and Chemistry dos Estados Unidos deu a vitamina a denominacdo de
piridoxina. As formas fisiologicamente ativas da vitamina By sdo: fosfato de

piridoxal e fosfato de piridoxamina (MARCUS & COULSTON, 1987).

O fosfato de piridoxal atua como coenzima em numerosas reacoes
quimicas relacionadas ao metabolismo de aminodcidos. e de proteinas. Seu
papel mais importante € atuar no processo de transaminacio para 4 sintese de
aminodcidos (GUYTON & HALL 1997). Em trabalho experimental usando o
porco, foram observadas na sua caréncia, alteracdes degenerativas nos nervos,
c¢lulas dos génglios das raizes dorsais e colunas posteriores da medula

espinhal, (MARCUS & COULSTON, 1987).

O fosfato de piridoxal é essencial pa}:é mielinizacdo das fibras
nervosas, (DAKSHINAMURTI, 1982; JACOBSON et al., 1996) e nos casos
de deficiéncia ocorre desmielinizacdo e degeneracdo axonal nos nervos

(NISHINO & ITOKAWA, 1977; RICHARDSON, 1995).
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2.3.4 Cianocobalamina

Em 1925, Wipple observou em cdes com sinais de deficiéncia de
ferro que o figado € fonte de nma substéncia hematopoiética potente. Este fato
levou Minot e Murphy a desenvolver seus experimentos clinicos onde
demonstraram a eficdcia da alimentacdo com figado na anemia perniciosa.
Em 1928 W. B. Castle definiu a necessidade tanto de um fator intrinseco, uma
substancia secretada pelas células parietais da mucosa gdstrica, como de um
fator extrinseco: o material semelhante a vitamina fornecido pelos extratos
hepaticos brutos. Mary Shorb em 1947 isolou o fator extrinseco o qual
chamou vitamina Bj;. Em1948, tanto Folkers como Smith isolaram-no na
forma cristalina. Sua estrutura cristaliana foi determinada por difracdo de R-
X, em 1955 por Dorothy Hodgkin (MARCUS & COULSTON, 1987;

COMBS, 1992).

Os termos vitamina By, e cianocobalamina sdo usados de maneira
intercambidvel como termos genéricos para todas as cobamidas ativas no
homem. As coenzimas ativas  sdo metilcobalamina e  5-
desoxiadenosilcobalamina (MARCUS & COULSTON, 1987). Sua funcio

mais importante consiste em atuar CcOmoO coenzima para reduzir
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ribonucleotideos a desoxirribonucleotideos, uma etapa necessdria para
replicacdo dos genes; isto poderia explicar a sua funcdo de promover o

crescimento celular. (GUYTON & HALL, 1997).

A deficiéncia de vitamina By, leva, no sistema nervoso periférico
desmielinizaclo de fibras nervosas podendo progredir até as colunas laterais e
posteriores da medula espinhal (MARCUS & COULSTON, 1987 KARNAZE
&. CARMEL, 1990; COMBS, 1992; LOVBLAD et al., 1997 GUYTON &

HAIL, 1997; AL-SHUBAILI et al., 1998)

NISHINO E ITTOKAWA (1977) encontraram desmielinizacdo dos
ax0Onios bem como lesfio axonal importante em nervo isquiatico de ratos com

deficiéncia de vitamina Bg e B2

TREDICI et al. (1998), analisando nervo isquidtico e peroneal de
ratos com deficiéncia de cobalamina, observaram menor densidade de fibras
mielinicas e desmielinizagdo, caracterizada por falhas nas lamelas de mielina

e formacdo de vactiolos dentro da bainha de mielina.
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2.4 REGENERACAO NERVOSA E VITAMINAS

As vitaminas sao usadas na terap€utica de vdrias patologias do
sistema nervoso periférico: neurite, polineuropatia, lombociatalgia bem como
terapia de suporte nos casos de neuralgia do trigémeo, paralisia facial
periférica, em casos de compressdo de nervo como na sindrome do tinel do

carpo (ELLIS, 1987; BECKER et al., 1990).

Nas sindromes clinicas por deficiéncia de vitaminas do complexo B
ocorre desintegracdo da bainha de mielina e lesfo axonal no sistema nervoso
periférico, havendo regressdo do quadro com administracdo das mesmas
(ADAMS & VICTOR, 1996). Assim existe possibilidade de que as vitaminas
sejam usadas em varias patologias do sistema nervoso periférico, mesmo nao

havendo sinais de deficiéncia.

A questdo se as vitaminas administradas sistemicamente, durante o
processo de regeneracdo nervosa periférica podem influencid-lo é tema de

discussdo na literatura.

HASEGAWA et al. (1973) avaliaram em gatos adultos, por meio da

tensdo do musculo gastrocnémio desnervado e reinervado através de seccdo
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do nervo tibial, a regeneracdo nervosa na vigéncia de tiamina, piridoxina e
cianocobalamina, nas doses de Smg/kg, Smg/kg, e 50ugrkg respectivamente,
por cerca de 80 dias. Os resultados foram significativamente maiores, quando

comparados aqueles que ndo receberam as vitaminas. Concluiram assim que

estas vitaminas tem efeito positivo na regeneracdo do nervo.

YAMATSU et al. (1976a) usaram a metilcobalamina na dose de
500ug/kg por quatro semanas em ratos que tiveram O nervo isquidtico
esmagado. Avaliaram, o biceps femoral desnervado e reinervado, através da
eletromiografia verificando que aqueles que haviam recebido a vitamina
apresentavam sinais de atividade mais precocemente com relacio aos demais.

Assim sugerem gue a cianocobalamina tem efeito na regeneracio nervosa.

YAMATSU et al. (1976b), trabalhando com ratos, provocavam
esmagament0 no nervo  isquidtico  administrando  posteriormente

metilcobalamina na dose de 500ug/kg por 04 semanas. A cada dia era injetada

em alguns animais leucina com isotopo radioativo e cerca de 3 horas apds os
nervos eram estudados. Observaram nos primeiros 7 dias que os animais que

receberam metilcobalamina incorporavam a leucina mais rapidamente que 0s
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demnais. Sugeriram que a metilcobalamina aumenta a sintese de proteinas nas

células de Schwann nos estagios iniciais da regeneracdo nervosa.

YAGIHASHI et al. (1982), estudando ratos com neuropatia por
diabetes induzido por streptozotocin, observaram através da andlise
morfométrica que os animais que haviam recebido metilcobalamina
diariamente na dose de 500 ug/kg por 16 semanas apresentavam, drea do
ax6nio e da fibra nervosa significativamente maiores em relacdo aqueles que
ndo receberam. Concluiram que o uso precoce e continuo de metilcobalamina

em ratos com diabetes pode prevenir lesdes nos nervos.

MISUMI et al. (1985), em trabalho experimental com ratos onde foi
induzido neuropatia por 2,5-hexanodione, eétudaram a velocidade de
conducdo nervosa em 3 grupos de animais: o primeiro havia recebido
diariamente por 18 semanas piridoxina e cianocobalamina na dose de
10mg/kg e 400ug/ke respectivamente; o segundo recebeu somente piridoxina
na mesma dose por igual periodo; o terceiro foi usado como grupo controle.
Verificaram que ndo houve diferenca na velocidade de condugdo nervosa
entre os grupos. Assim, concluiram que nenhuma das drogas usadas teve

efeito positivo no nervo.
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AMADIO (1985), estudando pacientes que apresentavam
compressdo do nervo mediano a nivel do punho (Sindrome do Tinel do
Carpo) quando submetidos a tratamento com piridoxina na dosagem de
200mg. diariamente, por 8 semanas, concluiu nio haver melhora significativa
do quadro clinico. A melhora s6 foi conseguida com uso de outros
medicamentos e em alguns pacientes somente com tratamento cirdrgico para

liberacdc do nervo.

ELLIS (1987), através de estudos clinicos em pacientes com
sindrome do tinel do carpo, evidenciou melhora significativa do quadro

usando piridoxina, na dose de 100 a 200mg. por dia por 12 semanas.

SONOBE et al. (1988) em trabalho experimental com ratos que
apresentavam neuropatia por diabetes induzido por streptozotocin verificaram
através de analise da velocidade de conducfio nervosa que animais que
receberam diariamente metilcobalamina na dose de 500ug/kg por duas
semanas, apresentaram velocidade de conduc¢do nervosa superior aos nio
tratados. Assim, concluiram que a metilcobalamina é benéfica no caso de

neuropatia diabética.
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SAKITAMA et al. (1989) trabalhando com ratos com neuropatia
por diabetes induzido por streptozotacin, que receberam tiamina, piridoxina, e
cianocobalamina na dosagem de 25mg/kg, 50mglkg e 0,5mg/kg
respectivamente, por sete semanas observaram que a velocidade de conduciio
nervosa nos animais tratados foi maior com relacdo aos ndo tratados.
Sugeriram  que a administracdo didria de tiamina, piridoxina e
cianocobalamina, pode retardar o desenvolvimento de neuropatia em
pacientes diabéticos bem como atuar em outros tipos de neuropatias no

homem.

BECKER et al. (1990) provocaram degeneracdo Walleriana no
nervo safeno de coelhos usando baixas temperaturas. Apés dividiram em 2
grupos. Em um deles administraram tiamina, piridoxina e cianocobalamina na

dose de 7mg/kg, 7mg/kg e 70ug/kg respectivamente por 21 dias. Noutro

usaram somente solucdo fisiologica. Observaram, apos 21 dias, que a
propor¢do de fibras regeneradas/fibras degeneradas era significativamente
maior nos animais que haviam recebido as vitaminas. Concluiram que estas
podem ser usadas como medidas de suporte nas primeiras semanas de |

regeneracdo de nervo.
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WATANABE et al. (1994), examinaram o efeito da
metilcobalamina nas doses de 500ug/kg e 50ug/kg administradas por 12
semanas na regeneracdo do nervo tibial que foi submetido a lesdo por
acrilamida. Para tal usaram as amplitudes dos potenciais de acdo dos
respectivos musculos que foram desnervados e reinervados. Verificaram que

na dose de 500ug/kg houve recupera¢do mais ripida da amplitude dos
potenciais de a¢cfo muscular com relacio a dose de 50ug/kg e do grupo

controle. Concluiram que doses de 500ug/kg podem auxiliar na regeneracio

nervosa periférica

JACOBSON at al (1996), em trabalho de revisdo de literatura sobre
uso de piridoxina no tratamento da sindrome do tdnel do carpo, concluiram
que esta ndo produz efeito significativo na melhora dos sintomas. Pode ser

usada em conjunto com outras medidas para o tratamento desta patologia.

FUJI et al. (1996) estudaram no nervo isquidtico de ratos
previamente lesado por acrilamida o efeito das vitaminas usando a velocidade
de condugdo nervosa e o crescimento axonal in vitro usando células neuronais
obtidas dos génglios das rafzes dorsais. Para avaliacio do primeiro item 0s

animais foram divididos em dois grupos; um grupo recebeu previamente dieta
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balanceada contendo tiamina, piridoxina e cianocobalamina e outro dieta sem
as vitaminas. A partir do dia em que foi injetada acrilamida nos dois gTupos,
estes passaram a receber as vitaminas via intraperitoneal na dose de 5,0mg/kg,
5,0mg/kg e 0,5mg/kg respectivamente, por 12 semanas. Verificaram diferenca
sigmficativa na veiociade de conducdo nervosa dos animais que previamente

haviam recebido dieta com vitaminas, em relacdo ao outro grupo.

O crescimento axonal foi significativamente maior na cultura de
células nervosas que recebeu as vitaminas tiamina, piridoxina e
cianocobalamina, em relacdo as outras que receberam somente uma vitamina
cada. Concluiram que a tiamina, piridoxina e cianocobalamina tém acéo

reconstrutiva em fibras degeneradas

BENDER (1999) em artigo de revisdo a respeito do uso de
piridoxina, na sindrome do tinel do carpo, conclui que a mesma nio é efetiva

no seu {ratamento
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3 PROPOSICAO

Avaliar qualitativa e quantitativamente a influncia das vitaminas
tiamina piridoxina e cianocobalamina administradas sistémicamente, na

regeneracdo axonal do nervo isquidtico de rato.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, com 26 semanas de idade,
pesando em média 450g na época da alcoolizacdo do nervo isquidtico,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Botucat, da

Universidade Estadual Paulista "Jilio de Mesquita filho", em Botucatu - S. P.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos em 3 grupos:

Grupo I : 10 ratos, cujo nervo isquidtico esquerdo foi submetido a
alcoolizacio e receberam tiamina, piridoxina e cianocobalamina diariamente

via oral.

Grupo II : 10 ratos, cujo nervo isquidtico esquerdo foi submetido a
alcoolizacdo e ndo receberam tiamina, piridoxina e cianocolbalamina

dianiamente via oral.
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Grupo III : 10 ratos utilizados para a andlise morfo-quantitativa do

nervo isquiatico normal.

4.3 ALCOOLIZACAO DO NERVO ISQUIATICO

Os animais dos grupos I e II foram anestesiados via intraperitoneal
com uma solugdo de cloridrato de cetamina (Francotar® -100mg/ml) e
cloridrato de tiazina (Rompun®-2g/100ml) na proporcio de 40mg/kg:10merkg
respectivamente. Quando ja estavam anestesiados foram posicionados em
decdbito ventral, feita tricotomia na regido posterior da coxa esquerda e

assepsia com solucdo de iodo ativo a 2% (Polvidine® tSpico).

Usando o fémur esquerdo como referéncia palpou-se este desde a
articulacdo do joelho até a articulacdo do quadril. Neste ponto era feita
puncdo "per” cutdnea, num angulo de 90 graus com a pele, com agulha de 0,4
mm de didmetro ¢ 13 mm de comprimento acoplada a seringa de 1,0 ml. de
capacidade volumétrica, contendo 1,0 ml. de dlcool etilico a 95 %. A agulha
foi aprofundada até que tocasse no fémur, sendo entdo injetado 0,2 ml de

dlcool etilico a 95% (FIG.1 do anexo).

39




Apés a agulha ser tracionada levemente até o tecido sub cutaneo era
novamente aprofundada no sentido mais caudal, sendo injetados mais 0,2 ml
de dlcool etilico a 95 %. Em cada aplicacdo a agulha era inclinada no sentido

caudal até ter sido injetado todo o volume de 1,0 mi.

Observou-se em disseccdes prévias do nervo isquiatico de ratos que
com o animal em dectbito ventral, este dispdem-se praticamente paralelo ao
fémur, e na sua porcdo proximal corre bem proximo a este. Assim fazendo

aplica¢des em "leque” conseguimos alcanca-lo e causar a lesdo.

Assim que 0s animais recuperaram-se da anestesia foram mantidos

em nimero de trés por gaiola confeccionada em polipropileno.

Os animais do grupo I receberam racio nuvilab cr-1 (Nuvital®) e
igua a vontade. A 4gua destes continha dissolvidas tiamina, piridoxina e

cianocobalamina em concentra¢tes previamente determinadas.

Os animais do grupo II receberam racZo nuvilab cr-1 (Nuvital®) e

dgua a vontade, sem vitaminas

Os animais do grupo II receberam ragdo nuvilab cr-1(Nuvital®) e

dgua a vontade.
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4.4 ADMINISTRACAO DE VITAMINAS

Os animais do grupo I receberam as vitaminas, logo em seguida &
alcoolizagdo, por meio da dgua ingerida, pois nesta foram dissolvidos, em
quantidade previamente conhecida, os sais da tiamina piridoxina e
clanocobalamina, de maneira que suas concentracdes fossem conhecidas. As
concentracbes foram: tamina 0,lmg/ml; piridoxina 0, Img/ml; e

cianocobalamina 1pig/ml.

Diariamente era calculada a quantidade de dgua ingerida pelo
animal através da subtracdo do volume inicial colocado todos os dias nos
frascos 500ml, pelo volume residual medido no dia seguinte com uma
proveta. Conhecendo-se a concentracdo das #itamhms, era obtida a

quantidade de vitaminas ingerida diariamente.

Os animais receberam em média 11mg/kg de tiamina, 11mg/kg de

piridoxina e 110pg/kg de cianocobalamina via oral diariamente.
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4.5 OBTENCAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

A fim de constatar que houve realmente lesdo nervosa por meio da
alcoolizacdo, (FIG.8 e 9 do anexo) 2 ratos com peso médio de 440g e idade de
26 semanas tiveram seus nervos isquidtico esquerdo infiltrados com alcool
etilico a 95%. Foram sacrificados por deslocamento cervical com um e outro
com 5 dias apés infiltracdo. Seus nervos foram processados e analisados a
microscopia de luz seguindo mesmo protocolo para 0s nervos provenientes

dos demais animais.

Decorridos 60 dias da alcoolizacfo do nervo os animais dos grupos I
II e III foram sacrificados por deslocamento cervical. Imediatamente apds o
nervo isquiatico .esquerdo foi exposto, do seu terco distal retirado um
fragmento de 10mm. de comprimento e posteriormente dividido em trés

outros de aproximadamente 3,0 mm.

Estes fragmentos foram submetidos a fixacdo por imersdo com
fixador Karnovsky (1965), por seis horas a temperatura de 4°C e pés-fixados
em tetréxido de 6smio a 1% em tampdo fosfato de sédio 0,1M em temperatura
ambiente por uma hora, desidratados em solucdes crescentes (50% a 100%)

de acetona e incluidos em resina Araldite (ARALDITE 502). Apds
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polimerizacdo da resina os blocos foram levados ao ultramicrétomo Sorvall
Porter-Blum MT2B, equipado com navalha de vidro sendo obtidos cortes
transversais de 1um de espessura que foram corados com azul de Toluidina a

1%, para andlise em microscopia de luz.

Os mesmos blocos foram trimados para confeccdo de cortes
transversais ultrafinos (60 a 90 nandOmetros) em ultramicrétomo Sorvall
Porter-Blum MT2B, com navalha de diamante, colocados em telas de cobre
(200 mesh), contrastados com citrato de chumbo e acetato de uranila e
fotomicrografados ao microscdpio eletrfnico de transmissdo ZEISS EM-10

operando a 80Kv.

4.6 ANALISE QUANTITATIVA

Na andlise quantitativa foram utilizados dois parmetros de
avaliacdo: a drea média da seccdo transversal do nervo e o nmimero médio de

axdnios mielinicos regenerados da drea teste.
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Para o célculo da area da sec¢do transversal de cada corte
histologico foi utilizado o método de planigrafia por contagem de pontos num

sistema teste de padréo quadratico MANDARIM, 1995)

Foi confeccionado em material plastico transparente um retingulo
cujos lados mediam I5cm x 10cm. nos quais foram feitas divisdes de 1,0 cm
em cada um dos lados e marcados com um ponto. Estes pontos foram unidos
por segmentos de reta de um lado a outro do retingulo que propiciou a
formacdo de 150 quadrados menores dentro deste. O centro geométrico de
cada um destes quadrados foi calculado e marcado com um ponto. Assim, foi
possivel ter uma drea teste, apds devida calibracdo, onde cada ponto

correspondia ao centro geométrico de um quadrado cuja drea era conhecida.

Os cortes de lum, foram fotografados em fotomicroscépio marca

ZEISS MC 80 DX com objetiva de 10X, fornecendo uma imagem em papel
fotografico ampliada 110X. Sobre esta imagem foi superposto o plistico
transparente cuja drea teste ja era conhecida. O cdlculo da drea foi feito
multiplicando-se o nlimero de pontos dentro da imagem do corte transversal

do nervo pela sua respectiva area.



De cada um dos fragmentos era analisado um corte, sendo portanto
analisados de cada nervo trés cortes, utilizando-se a média para célculos

posteriores.

Para o cédiculo do ntiimero de axOnios mielinicos os cortes de lum

foram colocados no fotomicroscopio que previamente recebeu numa de suas
oculares uma lente contendo reticulo que abrangia 4rea do corte do nervo
permitindo obter 50 campos, correspondentes a uma area teste cada um .Tal
observacdo foi feita com objetiva de 10X. Apds escolha aleatéria do campo,

era passado para observacio deste com objetiva de 100X, e apds fotografado.

For feito também em material plastico transparente um retdngulo
com lados de 7,3 X 14,6cm, o que coﬁesponéia a drea teste apds devida
calibracio Sobre a imagem obtida no papel fotogrifico foi colocado a
transparéncia e entdo contados os axOnios mielinicos do seu interior. Ndo

foram considerados aqueles que tocavam qualquer dos limites da 4rea teste.

De cada um dos fragmentos do nervo eram analisados trés cortes,

totalizando nove cortes por animal. Para cdlculos foi usada a média
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4.7 TRATAMENTO ESTATISTICO

Para a andlise dos dados foram utilizados: a estatistica descritiva e a

analise da varidncia estabelecendo o nivel de significincia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DOS ANIMAIS

Decorridos 60 dias da alcoolizacdo os animais dos grupos [ e II

locomoviam-se normalmente nio apresentando déficit motor algum.

Nio foram observados também sinais de intoxicacdo vitaminica.

5.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DOS NERVOS NORMAIS

Em todos 0s anmimais 0s aspectos macroscépicos eram semelhantes
ao descrito na literatura. Apresentavam-se como corddes cilindricos, pouco
achatados, de coloracdo esbranquicada, com praticamente a mesma espessura

todos eles (FIG.2 do anexo).

5.3 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DOS NERVOS REGENERADOS

Ap6és 60 dias da alcoolizac@o, as caracteristicas dos nervos
provenientes de amimais que receberam vitaminas como dos que ndo

receberam-nas eram semelhantes. Apresentavam-se com coloragdo levemente
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mais amarelada e com mesma espessura, em relacdo ao dos animais normais

(FIG.3 do anexo).

Préximo ao local da aplicacdo do 4dlcool, o nervo encontrava-se

mais aderido aos tecidos vizinhos.

5.4 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E ULTRA- ESTRUTURAIS DOs NERVOS
NORMAIS

Nos animais estudados cerca de metade apresentavam © nervo

isquiatico esquerdo constituido por dois fasciculos € a outra constituido por

trés fasciculos (FIG.4 do anexo).

Envolvendo externamente os fasciculos observou-se o epineuro,
mais espesso que O perineuro, apresentando aspecto de tecido conjuntivo

frouxo, com vasos sanguineos (FIG.4 do anexo).

Envolvendo cada fasciculo nervoso, observou-se o perineuro,
(FIG.4 do anexo) constituido por vdrias camadas de células com aspecto
fusiforme dispostas concéntricamente a0 DNervo  Cujos  processos

citoplasmdticos formavam uma malha. Entre estas camadas de células
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observou-se fibras coldgenas. No citoplasma destas células estavam presentes
mitocdndrias e vesiculas elétronlucentes dispostas aleatoriamente. (FIG.14 do

anexo).

Em cada fasciculo nervoso as fibras nervosas apresentavam-se
bastante proximas deixando pouco espaco extracelular (FIG.5 do anexo).
Nestes espacos observou-se fibras de colidgeno dispostas paralelamente aos
ax0nios com didmetro menor que as do perineuro (FIG.11 e 14 do anexo).
Havia também vasos sanguineos de didmetro varidvel porém sempre menores

que o dos vasos epineurais (FIG.5 do anexo).

Os fasciculos nervosos continham axOnios mielinicos e amielinicos
(FIG.11 do anexo). Nos ax0Onios mielinicos observou-s¢ uma célula de
Schwann associada ao mesmo, bem como revestimento externo formando a

bainha de mielina (FIG.13 do anexo).

Nos axonios amielincos observou-se uma tnica c¢€lula de Schwann
envolvendo com suas projecdes citoplasmaticas, varios axdnios, nestes nfo

havia bainha de mielina (FIG.12 do anexo).
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No axoplasma tanto das fibras mielinicas como amielinicas foram
encontradas microtibulos neurofilamentos e mitocondrias dispersas ao acaso.

(FIG.11 do anexo).

As células de Schwann apresentavam membrana basal.

5.5 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E ULTRA-ESTRUTURAIS DOS NERVOS
REGENERADOS

Tanto no grupo de animais que receberam vitaminas como no grupo

dos que ndo receberam, as caracteristicas foram bastante semelhantes. Os

nervos apresentavam-se orgamizados em minifasciculos, em maior nimero e

mais agrupados na regido central sendo mais dispersos na periferia do nervo.

Em alguns dos nervos observaram-se minifasciculos no epineuro (FIG.7 do

anexo).

O nidmero de fibras nervosas variou no interior dos minifasciculos
de 6 ate 10 (FIG.16 do anexo). Entre os fasciculos e mesmo entre as fibras
nervosas observou-se maior espago O qual era preenchido por tecido

conjuntivo, mastdcitos e macréfagos (FIG.10 do anexo).
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O difmetro das fibras nervosas mielinicas bem como a espessura da
bainha de mielina eram menores com relacdo ao grupo normal (FIG.10 do

anexo)

Algumas fibras nervosas apresentavam degeneracio do axdnio com

desorganizacdo da bainha de mielina (FIG.10 e 15 do anexo).

O epineuro encontrava-se mais espessado, com vasos sanguineos
em maior nimero e maior difimetro com relacdo ao grupo normal (FIG.6 do

anexo).

O endoneuro apresentava-se mais €spesso ¢ com maior quantidade

de colageno.

5.6 ANALISE QUANTITATIVA

A drea da seccdo transversa do nervo ciatico foi avaliada nos 3

grupos.

Obteve-se no grupo controle média de 0,60mm’ ; no grupo de
nervos regenerados com vitaminas 0,61mm’ e no grupo de nervos regenerados

sem vitarminas 0,64mm>
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N&o foram observadas diferencas, a nivel de 5% de significéncia,

entre as médias dos trés grupos.

O nimero de ax6nios mielinicos do nervo isquidtico da 4drea teste

também foi avaliado nos anirmais dos trés grupos.

Obteve-se no grupo controle média de 97, 67 axdnios mielinicos, no
grupo de nervos regenerados com vitaminas 146, 91 e no grupo de nervos

regenerados sem vitaminas 131, 58.

Também para esta varidvel ndo foram observadas diferencas, a nivel
de 5% de significincia, entre as médias dos trés grupos.

Os resultados foram expressos na tabela 1, a seguir:

TABELA 1
Nimero médio de axdnios mielinicos na drea teste, e drea média
da secdo transversa do nervo isquidtico nos diferentes grupos

Grupo ndmero de axOnios mielinicos drea em mm2
média desvio padrdo média desvio padrdo
controle 99, 63A 18, 173 0, 60A 0,174
o/ vitarninas 147, 01A 49,412 0, 61A 0,125
s/ vitaminas 130, 28A 47,787 0, 64A 0,124

Médias seguidas de letras iguais na vertical ndo diferem entre si pela andlise da

varidncia (p>0, 05)
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6 DISCUSSAO

6.1 MODELO EXPERIMENTAL

A literatura mostra-nos que diversos autores t&m usado diferentes
animais como modelo experimental: rato (ANTOPOL & TARLOV, 1942;
MOLLER et al.,, 1969; BRAY & AGUAYO, 1974; NISHINO & ITOKAWA,
1976; YAMATSU et al., 1976ab; JENQ & COGGESHALL, 1985; KRINKE
et al., 1985; WINDEBANK et al., 1985; FIELDS & ELLISMAN, 1986;
GLASBY et al.,, 1986; CARTER & LISNEY, 1987; LE BEAU et al., 1988;
GSCHMEISSNER et al., 1990; WATANABE et al., 1994; FUJII et al., 1996;
KANAIJA et al., 1996; TREDICI et‘ al., 1998), cato (HASEGAWA et al.,
1973), coelho (GUTMANN & SANDERS, 1943; CRAGG & THOMAS,
1964; BECKER et al., 1990), camundongo (IDE et al., 1983; KEYNES et al.,
1984), cdo (SCHRODER, 1972; HOOVER & CARLTON, 1981; SCHAEPPI

& KRINKE, 1982).

Estudos feitos por MACKINNON et al. (1985) demonstraram, a
nivel de microscopia eletrdnica de transmissdo, que o nervo isquidtico de

ratos apresenta detalhes celulares que s3o indistinguiveis do nervo humano.
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TERENGHI et al. (1998), estudando nervos lesados provenientes de
10 pacientes, confirmaram que as alteracBes celulares destes eram bastante
semelbantes com aquelas descritas em modelos animais cujos nervos foram

submetidos a degeneracfo e regeneracfio nervosa.

Assim neste trabaiho, foi utilizado como modelo experimental ¢

rato.

6.2 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAOQ

A fim de se testar o efeito positivo ou negativo de determinada
droga, na estrutura do nervo regenerado é necessirio haver degeneracdo
axonal no segmento distal a lesdo evitando perda da continuidade do nervo

(BECKER et al., 1990).

A Iiteratura mostra-nos que tanto métodos fisicos como quimicos

sdo usados pelos autores para promover degeneracio axonal.

O édlcool etilico em concentragdes de 5% a 10%, atua localmente
como anestésico, diminuindo a condutincia do sédio e potdssio; em

concentrag0es maiores precipita ¢ desidrata o protoplasma das células.
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Quando injetado préximo a nervos pode ocasionar neurite e degeneracdo

nervosa (RITCHIE, 1987).

MOLLER et al. (1969), aplicando dlcool etilico nas concentracdes
de 5, 10, 20 e 40% em nervo isquidtico de ratos, verificaram que na
concentracdo de 40% houve lesio na bainha de mielina e no axdnio. Na
concentrac@o de 20% as mesmas lesdes eram encontradas, porém em menor
intensidade. Nas concentracdes de 5 e 10 % ndo foram encontradas lesdes nos

nervos estudados.

Segundo SINGLER (1981), o uso de alcool etilico em
concentragdes de 50 a 100% para alcoolizaco promove degeneracdo axonal

distal a aplicacao.

A aplicacdo local de dlcool etilico a 35% em nervos de animais
causa desmielinizac@0 mais fregiiente em fibras menores e nenhuma lesdo

axonal. Usado em concentraces de 50 a 95% causa degeneracdo axonal

(KONG, & CHUA, 1999).
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Neste trabalho foi usado como modelo experimental de lesdo
nervosa a alcoolizacfo, usando 4lcool etilico a 95% que promoveu tanto

degeneragdo do axdnio como da bainha de mielina (FIG.8 e 9 do anexo).

6.3 SOBRE REGENERACAO AXONAL

E possivel falar em regeneracio nervosa bem sucedida quando a
funcdo do érgdo alvo € completa ou parcialmente restaurada (BECKER et al,,
1990), estando envolvidas neste processo: brotamento e crescimento axonal,
reinervacdo de células alvo e integracfo das fibras regeneradas com o sistema

nervoso central. (KANAIA et al, 1996).

No presente trabalho a andlise do nervo regenerado tanto dos
animais que receberam vitaminas quanto dos que ndo, mostrou presenca de
axOnios organizados em minifasciculos, cada um destes contendo de 6 a 10

ax0nios.

Esta forma de organizacdo em minifasciculos é semelhante a
descrita por GLASBY et al. (1986), em wabalho utilizando enxertos

musculares como forma de reparacio de nervo isquiatico de ratos.
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Com relagfo ao nimero de ax6nios em cada minifasciculo este €
semelhante ao descrito por KEYNES et al. (1984), em trabalho onde usou
enxerto de musculo, previamente tratado por diferentes processos quimicos,

como reparacdo do nervo isquidtico de ratos.

Uma falha no perineuro ou sua ruptura parece fornecer um estimulo
para a formacdo de minifasciculos (GSCHMEISSNER et al., 1990). Esta
compartimentalizacdo € sugerida como meio pelo qual o nervo rapidamente
restabelece seu ambiente endoneural (GSCHMEISSNER et al.1990:

GLASBY et al., 1986).

Segundo GSHMEISSNER et al., (1990), em trabalho realizado com
enxerto de misculo para régeneragﬁo nervosa, 0 nimero de axlnios e
minifasciculos no nervo regenerado parece ser determinado pela posicdo
dentro do enxerto; no centro o nimero de minifasciculos ¢ axdnios é maior

com relacdo a periferia.

Neste trabalho foram encontrados minifasciculos em maior ndmero
e com mais ax0nios no seu interior, na regido central do nervo regenerado. Na
regido da periferia o mimero de minifasciculos e axdnios no seu interior eram

bem menores, ¢ bastante espacados entre si.
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Envolvendo cada minifasciculc foram encontradas células

semelhantes as células perineurais.

Células perineurais favorecem um ambiente endoneural apropriado
facilitando a maturacdo das fibras (GSCHMEISSNER et al., 1990) ¢ formam
também uma barreira de difusdo entre os espacos extracelular e endoneural
(HUXLEY & STAMPFLI, 1955; SHANTHAVEERAPPA & BOURNE,

1962)

Segundo GSCHMEISSNER et al (1990) os axdnios em regeneracio
e suas células de Schwann tornam-se rodeados por uma frouxa armacdo de
finos processos celulares, cujas cé€lulas num primeiro momento se
assemelham a fibroblastos e em estdgios mais avancados produzem uma
membrana basal e exibem todas as caracteristicas morfolégicas de verdadeiras
células perineurais. A origem destas células € incerta, no entanto fibroblastos
endoneurais ou células de Schwann ndo diferenciadas sejam seus possiveis

precursores.

LE BEAU et al, (1988), trabalhando com nervo isquidtico

regenerado através de tubo de silicone, observaram que entre 42 e 70 dias
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apoés lesdo o coto distal destes apresentava-se com grande nimero de células

de Schwann, fibroblastos e quantidade aumentada de coldgeno.

Neste trabalho foi verificado que o espacgo, tanto entre os axdnios
como entre 0s fasciculos dos nervos regenerados, era maior com relagdo ao

nervo normal e apresentava maior quantidade de coldgeno.

Para andlise quantitativa dos nervos regenerados foram calculados o
nimero de axdnios regenerados (KANAIA et al., 1996) e a drea da seccdo

fransversa.

Verificou-se que a drea média da seccdo transversa do nervo
regenerado com vitamina foi O,Glmmz, do nervo regenerado sem vitamina foi
0,64mm’ e do nervo normal foi 0,60mm®. Nossos resultados sdo proximos aos
encontrados por TREDICI (1998) que em trabalho experimental com ratos
apresentando neuropatia por caréncia de cianocobalamina encontrou valor

médio de 0,60mm” no grupo normal e 0,50mm’ no grupo com neuropatia.

OLIVEIRA (1993), trabalhando com nervo isquidtico normal de

R . sy 2
ratos com dois meses de vida, encontrou valor médio de 0, 45mm™
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A diferenca de valor encontrada no nosso trabaltho pode ser pelo

fato de que os animais usados em nosso trabalho tinham idade maior.

Foi observado que o nimero médio de ax0nios, na drea teste, dos
nervos regenerados com vitaminas (147, 01) foi maior que o dos nervos
regenerados sem vitaminas (130, 28), e este foi maior nos nervos normais

(99, 63).

JENQ & COGSELHALL (1985) em trabalho experimental com
nervo isquidtico de ratos que foram submetidos a diferentes métodos de lesdo
(esmagamento, seccdo com posterior aposicdo dos cotos frente a frente e
sec¢do com reparacio usando tubo de silicone), verificaram 8 semanas apos a
lesdo que o nimero de axdnios muielinicos nos cotos distais era sempre

superior ao coto proximal.

CARTER & LISNEY (1987) trabalharam com nervo safeno de ratos
onde fizeram seccdo do mesmo deixando os cotos somente posicionados
frente a frente. Cerca de seis meses apés analisaram os cotos distais e
proximais do nervo regenerado comparando-0s com o nervo normal.

Verificaram nos nervos regenerados que o numero médio de axoénios
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mielinicos no coto proximal era de 1055 e no coto distal era de 1675,

enquanto que no nervo normal praticamente ndo houve variacfo.

BECKER et al. (1990) trabalharam com o nervo safeno de coelhos
que eram leasados por meio fisico. Dividiram 0s animais em 2 grupos: os do
primeiro receberam tiamina piridoxina e cianocobalamina por 21 dias; os do
segundo somente solucdo fisiologica por igual periodo de tempo. Aos 4, 10 ¢
21 dias os nervos foram avaliados. Verificaram que no primeiro grupo a
porcentagem de fibras mielinicas em regeneracdo era de 69,20% enguanto
que no segundo grupo era de 14,7%. Concluiram que a administracdo
sistémica de tiamina piridoxina e cianocobalamina pode ser usada como

suporte na terapia de lesdes nervosas nas 3 primeiras semanas de regeneracaio.

WATANABE et al. (1994) desenvolveram trabalho com ratos onde
inicialmente provocavam neuropatia por acrilamida. Apds ©0s animais
apresentarem sinais clinicos de neuropatia foram divididos em 3 grupos,
sendo que o primeiro recebeu metilcobalamina via intraperitoneal na dose de
500ug/Kg, o segundo 50ug/Kg, e o terceiro solucdo salina. Apds 60 dias o
nervo tibial de cada um dos animais fol avaliado ¢ o resultado mostrou que o

nimero de fibras mielinicas no primeiro grupo foi de 5360/ mm?, no segundo
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foi 3290/mm* e no terceiro foi 2125/mm® Concluiram que doses altas de
metilcobalamina podem ser ttil na regenerac@o nervosa em vérias patologias

humanas.

Ap6s lesdo do nervo os axdnios da porcdo proximal originam varios
brotos (CARTER & LISNEY, 1987; LUNDBORG, 1987; RICHARDSON,
1995), que crescem no interior dos tubos de membrana basal das células de

Schwann em direcdo a por¢cdo distal (IDE et al., 1983; KEYNES et al., 1984).

Assim o pimero de ax0nios na por¢do distal & lesdo € maior em
relacdo a proximal, apds determinado tempo de lesdo. Em trabalhos realizados
com tubulizacio de nervos observou-se que apés Irés a quatro semanas
axOnios mielinicos associados a células de Schwann comecam a invadir o
coto distal. Apds cinco a seis semanas axOnios amielinicos também s3o
observados (BRAY & AGUAYO, 1974; FIELDS & ELLISMAM, 1986; LE

BEAU et al., 1988).

Em nosso trabalho o ntimero de axénios regenerados contados na
drea teste mostrou-se maior em r1elacdo ao controle, indicando que o

fen6meno do brotamento esta ativo.
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GUTMAN & SANDERS (1943) usando nervo peroneal de coelhos
que foi submetido a compressdo ou sec¢do com posterior reparo, observaram
que nos casos de compressdc o didmetro das fibras nervosas mielinicas
atingiam valores normais em 300 dias, j4 no caso de seccdo nervosa o
didmetro das fibras nfo atingia valores normais apos 365 dias mesmo em
condi¢Ges ideais de laboratorio, ficando com didmetro sempre menor com

relacdo ao nervo normal.

CRAGG & THOMAS (1964), trabalhando com nervo peroneal de
coetlho, que foi submetido a compressdo, observaram 12 meses apds lesdo que

o didmetro médio das fibras nervosas regeneradas chegou a 89,4% do normal.

SCHRODER (1972) estudando nervo isquiatico de ratos submetidos
a compressdo observou que 12 meses ap0s a lesdo o didmetro médio das fibras
regeneradas chegou a 95% do normal e a espessura média da bainha de

mielina atingiu 79% do valor normal.

Embora ndo tendo sido feita andlise morfométrica, foi possivel
observar que o didmetro e a espessura da bainha de mielina dos ax6nios
regenerados eram menores com relacdo ao nervo normal. Tais achados vdo de

encontro com 0s dados dos trés dltimos autores.
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6.4 DOSE DAS VITAMINAS

A Piridoxina comecou a ser usada clinicamente na metade da
década de 40 sendo observado em _trabalhos experimentais com ratos,
realizados na mesma época, que doses de 3 a 7g. /kg levam a intoxicacfo. Os
sinais observados sdo incoordenacdo motora, lentiddo nos movimentos,
hipotonia muscular, ataxia, incapacidade para a marcha até espasmos da
musculatura dos membros inferiores e superiores (ANTOPOL & TARLOV,

1942).

HOOVER & CARLTON (1981), em estudo realizado com cdes que
receberam piridoxina via oral na dose de 150 mg/kg por periodo de 100 a 112
dias, verificaram que a partir do 18° dia estes aprésentavam ataxia envolvendo
primeiramente os membros posteriores e com o decorrer dos dias os membros
anteriores também. A medida que o tempo passava 0S animais apresentavam
dificuldade para a marcha, havendo necessidade de alargamento da base para
ficar em pé quando parados. Os movimentos eram dismétricos incoordenados
chegando ao ponto de ndo conseguirem andar e mesmo ficar em pé. Os
reflexos tanto motores quanto sensitivos dos quatro memﬁros estavam

bastante diminuidos



SCHAEPPI & KRINK, (1982) observaram que cies tratados com
priridoxina via oral na dose de 3,0 g/dia por 8 a 20 dias, a partir do 6° dia
apresentavam dificuldade para marcha, no 8° dia sonoléncia extrema nio
conseguindo se locomover, dificuldade respiratOria, hipotonia muscular

abolicdo de reflexos de membros inferiores

SCHAUMBURG, (1983) descreveu em 7 pacientes com idades
variando de 20 a 43 anos, que tinham recebido piridoxina via oral na dose de
2 a 5g. dia por 2 a 40 meses: instabilidade de marcha, alargamento de base
para a marcha, dificuldade para segurar pequenos objetos, diminui¢co dos
reflexos profundos de membros inferiores, diminuicdo de sensibilidade
proprioceptiva-vibratdria, tétil e dolorosa dos membros superiores e inferiores.
Cerca de sete meses apds suspensdo da vitamina Os pacientes apresentavam

melhora dos sinais.

WINDEBANK et al., (1985) usando doses de 100 e 200 mg /kg de
piridoxina em ratos, via peritoneal, por 0ito semanas observaram que a partir
da 6° semana de uso os animais apresentavam instabilidade para a marcha e
incoordenacdo motora nos membros anteriores € posteriormente nos guatro

membros chegando alguns animais ndo conseguirem andar.
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KRINKE et al. (1985), trabalhando com ratos gue receberam
piridoxina intraperitoneal na dose de 600mg/kg, por 14 dias relataram apés o
3° dia: ataxia importante. No 8° dia apresentavam paralisia dos quatro
membros impossibilitando a marcha. No 14° dia apresentavam perda de peso

importante (reducdo de 40% aprox.) com quadro importante de debilidade.

PARRY & BREDESEN (1985), estudando 16 pacientes com idades
entre 25 e 53 anos que haviam recebido piridoxina via oral na dose de 200mg
a 5g. ao dia (em dois casos) por 1 a 72 meses, observaram diminui¢do da
sensibilidade proprioceptiva vibratoria, tatil e dolorosa em todos eles. Em 7

casos observou ataxia sensitiva e sinal de Romberg.

WATERSTON & GILLIGAN, (1987) relataram caso de uma
paciente de 20 anos de idade que apresentava quadro clinico inicial de
alteragdo da sensibilidade proprioceptiva, vibratéria e térmica dos membros
inferiores com progressdo para membros superiores onde apresentou tarnbém
parestesia mais evidente nas mdos. Tal paciente havia ingerido diariamente
por 12 meses Olg de piridoxina. Cerca de 2 meses apés retirada da vitamina

houve regressdo dos sinais com boa evolugdo o caso.
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DALTON & DALTON, (1987) estudando 103 mulheres com idade
média de 41,5 anos, que haviam recebido em médiall7g de piridoxina via
oral diariamente por tempo meédio de 2,9 anos descreveu os seguintes
sintomas: parestesia mais pronunciada nas extrermidades dos membros
superiores, adormecimento das mfos e face, dores {sseas nos membros
inferiores como se fossem agulhas sendo colocadas, hiperestesias por todo o
corpo, fraqueza muscular manifestada por dificuldade para caminhar
rapidamente ou realizacdo de trabalhos manuais simples como segurar
pequenos objetos, diminui¢do de reflexos profundos dos membros inferiores.

Em nosso trabalho as doses de tiamina, piridoxina e

cianocobalamina usadas ndo causaram intoxicacdo nos animais no periodo de

60 dias.
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7 CONCLUSAO

¢ O modelo experimental de lesdo nervosa, realizado neste trabalho, mostrou-

se eficiente para promover degeneracdo do axdnio e da bainha de mielina.

e Nio foram observados no periodo de 60 dias sinais de intoxicacdo

vitaminica com as doses utilizadas.

e O uso sistémico da tiamina, piridoxina e cianocobalamina durante
regenerac@o nervosa, nos prumeiros 60 dias, ndo teve influéncia no sentido

de propiciar methora do processo.
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FIGURA 3-Nervo isquidtico esquerdo regenerado. Observar area de aderéncia
(seta) préximo ao local da infiltracio. Aumento 6x.

FIGURA 4-Fotomicrografia de corte transversal do nervo isqumtzco_ ﬂOﬂ?ii

g M 3 M i =Y \; ~
constituido por 3 fasciculos (F). Ohservar o epineuro (B), perineuro {p) ¢ vas
sanguineo {ponta da seta).Coloracio azul de toluidina. 110x
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l

FIGURA 5-Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquidtico normal.
Observar axénios miellnicos {m) bastante préximos entre si, vasos sanguineos
(setas retas), e mastocito (seta curva).Coloragio azul de toluidina. 1100x

FIGURA 6-Fotomicrografia de  corte  transversal do  nervo isquistico
regenerado.Observar epineuro espessado(E), vasos sanguineos(v), perineuro (p).
Colorac@o azul de toluidina. 4G0x.
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{FIGURA 7-Fotomicrografia de corte transversal de nervo isquidtico regenerado.
Observar organizacfo em minifasciculos {mf), mais agrupados na porgio central
do nervo {metade inferior da foto), e mais espargos na porgfio periférica (metade-
superior da foto), sendo alguns localizados no epineuro (setas). Coloragdo azul de
toluidina. 400x.

FIGURA 3-Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquidtico um dia apds
infiltragdo com alcool etilico a 95%.Observar degeneragdo da bainha de mielina ¢

do axdnio. Coleracio azul de toluidina. 1100
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FIGURA 9- Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquidtico 5 dias apés
infiltragfo com alcool etilico a 95%. Observar intensa degeneragiio da bainha de
mielina e do ax6nio, em algumas partes ja ocorrendo as bandas de Bungner
(b).Coloraciic azul de toluidina. 1100x

FIGURA 10-Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquidtico regenerade.
Observar maior guantidade de tecido conjuntivo {C) entre os minifasciculos, fibras
nervosas com menor diametro ¢ bainha de mieina mais delgada (), vasos
sanguineos (V), macréfago (seta curva) e axdnio degenerado (seta reta). Coloragio

azul de toluidina. 1100x
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FIGURA {i-Elétronmicrogratia do nervo isquidtico normal. Observar fibras
coldgenas (c), axdnios mielinicos (am), axOnios amielinicos (aa), ¢ mitocdndrias
{m). 6.400x

FIGURA 12-Elé£ronmicregraﬁé do nervo atico normal. Observar axdnios
amielinicos (*) envoltos nas projegdes citoplasmdticas da célula de Schwann {5},
coldgeno (), 13.200x
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FihGl'}E.{A lB-Elétronmécf{Jgraﬁa do nervo isqméﬁéd normal, Observar axénio
m@l?mco (am), célula de Schwann (s} nicleo da célula de Schwann (n) bainha de
mielina (bm), membrana basal (ponta da seta), cotageno (). 13.200x.

FIGURA 14-Elétronmicrografia do nervo isquidtico normal. Observar céluia
perineural (P), varios prolongamentos de células perineurais (setas maiores), fibras
colagenas do endoneuroc (ce),fibras colagenas do perineuro (cp). mitoedndrias (m),
vesiculas elétronlucentes {seta menor), axonio mielinico {am). 13.200x
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FIGURA 13- Elétronmicrografia do nervo isquidtico regenerado. Observar axénios
degenerados (ad), célula perineural (seta menor), axdnios mielinicos (am), axénios
amielinicos (seta maior), fibras colagenas (fo). 6.300x.

FIGURA 16- Elfmonmicrografia do nervo isquidtico regenerado. Observar
organizagio em minifasciculos (seras). 2.600X
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