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sem a mdo gue a execute permanece impotente”.

Claude Bemnard, Infrodugédo ao Estudo da Medicina Experimental
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REGENERAGAO AXONAL APOS REPARO NERVOSO COM ENXERTO DE

MUSCULO ESQUELETICO: ESTUDO MORFOMETRICO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar morfometricamente a regeneracéao
axonal em autoenxerto de lamina basal muscular tratado com injecdo
intramuscular de cloridrato de lidocaina a 2% e estabelecer uma analise
comparativa com a regeneracgao obtida através de autoenxerto de nervo. Para isto
foram avaliados os diametros dos axodnios mielinicos e das fibras nervosas

regeneradas, além da espessura de suas respectivas bainhas de mielina.

Ratos adultos tiveram o musculo soleo direito exposto, recebendo
injecdo de 0,1 ml de cloridrato de lidocaina a 2%. Apds 24 horas, o ventre
muscular do séleo foi retirado, sofrendo uma fina dissecgdo para confecgao de
um retalho de 5 mm de comprimento e espessura semelhante a do nervo
isquidtico. Em seguida, o nervo isquidtico esquerdo foi seccionado e o retalho
muscular implantado na fenda entre os cotos nervosos, com sutura epineural.
Outro grupo de animais teve o nervo isquiatico esquerdo exposto, seccionando-se
um fragmento de 5 mm, que sofreu inversdo de 180° e foi imediatamente fixado

aos cotos com sutura epineural. Um terceiro grupo teve o nervo isquiatico



seccionado e mantido no leito, sem reconexdo. O grupo controle consistiu de

nervos isquiaticos de animais normais.

Apos 50 dias de sobrevida, o nervo isquidtico esquerdo foi exposto,
fixado “in sitv” e dividido em 3 porgdes: coto proximal, coto distal e regido do
enxerto, que foram processadas para microscopia eletrbnica, sendo que o0s
axonios regenerados nos dois grupos experimentais (autotransplante de muasculo
e autotransplante de nervo) e grupo controle foram analisados histologica e
morfometricamente. O Qrupo de regeneracao esponténea nao foi submetido a

analise morfométrica em funcao da pobre regeneragédo axonal observada.

Nossos resultados apontam que os axdnios atingiram o coto distal em
todos os animais dos dois grupos experimentais. A analise histoldgica mostrou
ndo haver diferencas entre os axdnios dos dois grupos no que diz respeito ao
aspecto ultraestrutural. Na regido do enxerto a distribuicdo dos axbnios era
caracteristica, formando minifasciculos, sendo restabelecida a organizacao
fascicular no coto distal. A analise morfométrica mostrou n&o haver diferenca
significativa entre os dois grupos. Concluimos que o enxerto muscular tratado com
cloridrato de lidocaina a 2% produziu um nivel de maturag&o axonal semelhante

aquele observado em autoenxerto de nervo.



PALAVRAS-CHAVE:

1. Musculos - Transplante
2. Regeneracao do Sistema Nervoso Periférico

3. Reparo nervoso
4. Anestésicos Locais

5. Morfometria



AXONAL REGENERATION AFTER NERVE REPAIR THROUGH MUSCLE

BASAL LAMINA: MORPHOMETRIC INVESTIGATION.

ABSTRACT

The aim of the present was to perform a morphometric study to
comparatively evaluate axonal regeneration after muscle and nerve autografts.
Adult rats had their right soleus muscles injected intracutaneously with 0,1 ml of
2% lidocaine hydrochloride. Twenty-four hours later the injected muscle was
removed and a lidocaine muscle graft was obtained by trimming the muscle to a
rectangular block of approximately 5.0 mm in length. The left sciatic nerve was
exposed at the mid-thigh region and a segment removed so that a final 5.0 mm-
long gap was produced. The muscle graft was coaxially autografted to the
epineurium between the proximal and distal nerve stumps. In another group the
left sciatic nerve was exposed and a 5.0 mm fragment was removed, inverted in
180 degrees and immediately autografted to the epineurium. In a third group the
sciatic nerve was cut and kept in position, without surgical repair. Sciatic nerves
from non-operated rats were used as controls. Axonal regeneration was studied
ultrastructurally and morphometrically 50 days after the insertion of muscle and
nerve autografts. No ultrastructural differences were seen in regenerated axons
after muscle or nerve autografts; typically, minifascicles were present in the graft

and the fascicular organization was reestablished in the distal stump.



Morphometric analyses showed no significant differences between the two groups.

We conclude that the use of this model produced a level of maturation similar to

that described in nerve autografts.

KEY WORDS:
1. Muscle autografts
2. Peripheral nerve system regeneration
3. Nerve repair
4. Local anesthetics

5. Morphometry.



INTRODUGAO

Lesao de nervos periféricos € uma consequéncia relativamente comum
de traumas, sendo ainda o maior problema clinico, o seu tratamento. Poucas
horas apds a les&o inicia-se o crescimento de brotos axonais em diregdo a porgéo
distal do nervo, no sentido de reinervar os érgaos-alvo. Porém, quando hé perda
de um segmento consideravel do nervo (maior que 2 cm), torna-se inviavel a
realizacéo de simples sutura dos cotos nervosos, uma vez que isso provocaria
tensao excessiva no nervo, interferindo com sua irrigacao e facilitando a formagao
de tecido cicatricial, o que atuaria como um impedimento mecanico ao
crescimento axonal. Ha necessidade, entdo, de interposicdo de um enxerto no
espaco criado entre os cotos nervosos seccionados, para restabelecer sua
continuidade e favorecer a recuperagéo funcional (LUNDBORG, 1987; LE BEAU

et al., 1988; HALL, 1997, FRANCEL et al., 1997 e SANTO NETO et al., 1998).

Na maioria das vezes emprega-se o0 nervo sural na forma de
autoenxerto. Porém, quando o nervo lesado tem didmetro maior que o nervo a ser
enxertado, é preciso unir paralelamente varios segmentos do nervo doador (cable
graft) para implante entre os cotos do nervo lesado. Devido a necessidade de
maior numero de suturas, este procedimento também leva a uma cicatrizacdo
excessiva, comprometendo a regeneracado. Além disso ainda ha o inconveniente

da presenca de parestesia no territério de inervacdo do nervo doador. Com o



objetivo de minimizar, ou até eliminar esses inconvenientes e obter o “material de
enxerto” mais adequado e compativel com uma 6tima recuperagdo funcional,
diferentes abordagens vém sendo desenvolvidas. Atualmente vem sendo bastante
explorado o uso de muisculo esquelético, entre outros, como substancias
adesivas (YOUNG & MEDAWAR, 1940; SEDDON & MEDAWAR, 1942; TARLOV,
1944, 1950; NISHIHIRA & McCAFFREY, 1989), tubos de silicone (LUNDBORG et
al., 1982, WILLIAMS et al., 1983; MERLE et al., 1988, MADISON et al., 1988;
STENSAAS et al., 1989; SPECTOR et al., 1991), tubos de polietileno (DA SILVA
& LANGONE, 1989), tubos de poliésteres (DA SILVA et al., 1984, MADISON et
al., 1984, 1985; SECKEL et al., 1984; DEN DUNNEN et al., 1993), substancias
biocompativeis como o acido poliglicélico (MACKINNON et al., 1988; HENTZ et
al., 1991), veias (WEISS, 1943; RICE & BERSTEIN, 1984, WALTON et al., 1989),
artérias (FRANCEL et al., 1997), colageno (ROSEN et al., 1989; MACKINNON &
DELLON, 1990), vidro biodegradavel (LENIHAN et al., 1998b), papel (KAUPPILA
et al., 1997), neurorrafia a laser (BAILES et al., 1989; KORFF et al., 1992), etc.
Entre todas estas alternativas, a utilizacao de autoenxerto de musculo esquelético

tem promovido resultados bastante satisfatorios.

A partir dos estudos de KEYNES et al. (1984), verificou-se que a
membrana basal muscular possuia caracteristicas quimicas e composi¢do
molecular muito semelhante as da membrana basal da célula de Schwann. O fato
de que os axdnios de um nervo lesado crescem no interior dos tubos de

membrana basal das células de Schwann, levou outros pesquisadores a estudar



também a possibilidade de crescimento axonal no interior de tubos de membrana
basal muscular “vazios® (IDE, 1984; GLASBY et al., 1986a,b,c ; FAWCETT &
KEYNES, 1986; DAVIES et al, 1987; NORRIS et al., 1988; SOMAZZ, 1994;
SANTO NETO et al, 1998). O “esvaziamento” dos tubos de membrana basal
muscular para a utilizagdo do musculo esquelético como enxerto, exige um
tratamento prévio do musculo que propicie necrose e remoc¢ao de seu contetdo

sarcoplasmatico, preservando os tubos de membrana basal.

KEYNES et al. (1984), atingiram parcialmente esse objetivo através do
tratamento quimico e posterior compressdo mecanica do fragmento muscular para
eliminagéo do contetdo sarcoplasmatico. Porém, além de ser um método moroso

e trabalhoso, promove o esvaziamento de apenas 50% do sarcoplasma.

Mais tarde, em 1986, GLASBY et al., estabeleceram um novo método
de tratamento do enxerto, baseado em choque térmico e osmético do fragmento
muscular, o que leva a separacdo da membrana basal de seu conteudo
sarcoplasmatico, que & entdo destruido. Apesar de trazer bons resultados, esse
método ainda apresenta algumas desvantagens, pois em funcdo do choque
térmico, o fragmento muscular apresenta forte retracdo, demandando a retirada
de um fragmento muito maior que o necessario para o enxerto, além de se tornar
quebradico, dificultando a realizagdo da sutura e portanto, favorecendo a

formacéo de tecido cicatricial.



Em 1995, CALDER & GREEN apresentaram a técnica “sandwich nervo-
musculo”, onde o enxerto muscular tratado por congelamento-descongelamento é
dividido em dois fragmentos, cada qual unido a uma das extremidades do nervo
isquiatico de rato seccionado e, entre suas duas extremidades é interposto um
segmento do nervo distal. O objetivo era favorecer um depoésito imediato de
células de Schwann no local do enxerto e aumentar a distancia através da qual o

enxerto muscular poderia suportar a regeneragao, o que realmente ocorreu.

Outra técnica que vem sendo estudada comparativamente aquela de
congelamento-descongelamento do enxerto muscular € o aquecimento do
fragmento muscular em forno de micro-ondas (WHITWORTH et al, 1995,
LENIHAN et al.,1998a). Os primeiros autores observaram menor indice de
retracdo do fragmento muscular desnaturado por aquecimento em micro-ondas,
além da rapida migracao e maior volume de células de Schwann no interior do
enxerto, sugerindo a possibilidade de seu uso na pratica clinica. J& LENIHAN et
al. (1998a) observaram uma mielinizacdo mais efetiva no grupo tratado por
congelamento-descongelamento, apontando uma dificuldade no controle preciso

da temperatura no forno de micro-ondas.

Com o objetivo de contornar esses inconvenientes, considera-se aqui o
trabalho de SOMAZZ (1994), que demonstrou a viabilidade de se construir
retalhos de membrana basal muscular a partir de injegdes intramusculares de

anestésico local.
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Esse método se baseia na acdo miotoxica dos anestésicos locais, o
gue produz necrose rapida das fibras musculares esqueléticas. Com isto, os tubos
de membrana basal muscular “vazios” séo obtidos e utilizados como enxerto no

reparo de lesbes nervosas periféricas.

Apesar da eficiéncia do método de tratamento do enxerto muscular com
anestésico local na regeneragdo nervosa periférica, permanece a indagacio
sobre o nivel de maturagcéo das fibras nervosas regeneradas através de enxerto
muscular tratado por este método. Os trabalhos ja publicados apontam, de forma
unanime, que apds lesdo do nervo e subsequente regeneracdo, embora haja
reinervacdo dos musculos alvo e razoavel recuperacao funcional, as fibras
nervosas regeneradas n&o recuperam seu diametro normal, observando-se um‘
atraso na maturacgdo das fibras. Esses resultados foram obtidos através das mais
diferentes técnicas de enxerto (GUTMANN & SANDERS, 1943; CRAGG &

THOMAS, 1964; SCHRODER, 1972; GATTUSO et al., 1988b).

Assim, este trabalho visa investigar as caracteristicas relacionadas a
maturacao das fibras regeneradas tanto através do enxerto muscular tratado por
anestésico local, quanto do enxerto nervoso, caracterizando o autoenxerto de
musculo tratado com anestésico local como mais uma alternativa para o reparo de

nervos.
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REVISAO DA LITERATURA

No decorrer das ultimas duas décadas multiplicaram-se as pesquisas
envolvendo o tema “regeneragéo nervosa periférica’, por se tratar de assunto de
fundamental importancia dentro da Neurobiologia. O grande objetivo desses
estudos & obter o maximo de recuperagio funcional da area comprometida pela

lesdo, mesmo quando ha perda de um segmento consideravel do nervo.

Procuramos apontar aqui os resultados das pesquisas mais recentes,
discorrendo mais detalhadamente sobre aquelas de maior relevancia ao se
considerar o objetivo deste trabalho. Assim, faremos uma rapida revisdo da
literatura organizando-a da seguinte forma: 1) Organizagao Estrutural do Nervo
Periférico, 2) Degeneracao e Regeneragao Nervosa Periférica, 3)
Métodos Utilizados no Reparo da Lesao Nervosa Periférica, e 4) Emprego de

Muasculo Esquelético no Reparo das Lestes Nervosas.

1. ORGANIZAGCAO ESTRUTURAL DO NERVO PERIFERICO

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

axobnio, enquanto nas fibras amielinicas, a célula de Schwann envolve
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diretamente os axdnios desprovidos de mielina, sendo varios axdnios amielinicos
envolvidos por uma unica célula de Schwann. Células de Schwann vizinhas séo
separadas entre si pelo nodo de Ranvier, nas fibras mielinicas, enquanto nas

fibras amielinicas elas sdo diretamente continuas.

Um aspecto interessante a se destacar aqui € o fato de que cada
célula de Schwann apresenta-se revestida por membrana basal. A membrana
basal & encontrada sobre a superficie externa de varias células, como as células
epiteliais, endoteliais, musculares lisa e estriada, células gliais e células de
Schwann. Foi descrita pela primeira vez através de microscopia de luz, por TODD
& BOWMAN, (1957) e revista por KEFALIDES et al. (1979), consistindo de trés
subcamadas: a) lamina lucida (ou lamina rara); b) lamina densa; c) lamina
reticular. Com relacdo a arquitetura molecular, aceita-se que a lamina basal
consista de uma matriz de coladgeno tipo IV, associada a glicoproteinas como a
laminina (TIMPL et al., 1979; FOIDART et al., 1980), e nidogénio. Proteoglicanas,
como heparan-sulfato, estdo distribuidas entre as subcamadas, sendo mais
concentradas na regido externa da lamina reticular (KANWAR & FARQUHAR,

1979b; FARQUHAR, 1981; YOKOTA et al., 1983).

As bainhas conjuntivas estao representadas pelo endoneuro, perineuro
e epineuro. Estas bainhas representam o tecido conjuntivo de suporte e trofico do

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

endoneurais (PETERS et al., 1976; SUNDERLAND, 1978).

O perineuro envolve externamente cada fasciculo e esta constituido de
vérias camadas de células achatadas, desempenhando o papel de protecédo
mecanica, atuando também como uma barreira de difusdo, auxiliando dessa forma
a preservacdo do microambiente intrafascicular especializado (OLDFORS &
JOHANSSON, 1979; KRISTENSSON & OLSSON, 1971; OLSSON &
KRISTENSSON, 1973). Segundo LUNDBORG, (1987), o numero de camadas do

perineuro varia de acordo com o diametro dos fasciculos.

O epineuro envolve externamente os fasciculos, servindo como uma
camada protetora para os mesmos durante os movimentos das extremidades e
protege os fasciculos de traumas externos. No epineuro estdo presentes
fibroblastos, macréfagos e mastdcitos. As fibrilas colagenas do epineuro sao mais

espessas que as do endoneuro e perineuro.

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

moleculares envolvidos na manutencdo e preservacdo dos nervos periféricos.



Também nos processos de lesdo-reparagado do nervo, a presenca € a integridade

dessas camadas sdo essenciais.

2. DEGENERAGAO E REGENERAGAO NERVOSA PERIFERICA

Apds a compress&o ou lesdo de um nervo periférico inicia-se uma série
de eventos que compreendem alteragdes moleculares e celulares que se originam
no corpo celular e se extendem por todo o nervo com o objetivo de restaurar o

nervo lesado.

O processo de lesdo e regeneracdo do nervo envolve interagbes entre
elementos celulares e entre estes e a matriz extracelular. Imediatamente ap6s a
axotomia os cotos proximal e distal do nervo se retraem, ha perda do axoplasma e
a membrana danificada entra em colapso. Os macréfagos séo recrutados para o
local da lesao durante a primeira semana pos-lesdo, contribuindo para a lise e
fagocitose da mielina e subsequente proliferacéo das células de Schwann. Tanto
os macrofagos quanto as células de Schwann secretam substancias mitogénicas
e fatores de crescimento que desempenham importante papel na regeneracéo

axonal e remielinizacao (TERENGHI, 1999).

Essa ‘reagcdo em cascata” € denominada degeneracdo Walleriana e
ocorre no coto distal durante os primeiros dias da lesdo. Durante a degeneracgdo

Walleriana os axénios degeneram, suas bainhas de mielina se degradam, sendo
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que os produtos da degeneracao, juntamente com as substancias secretadas
pelos macréfagos, estimulam as células de Schwann no interior do coto distal a se
proliferar dentro de seus tubos de lamina basal (SALZER & BUNGE, 1980;
SALZER et al.,, 1980). Estas células, desprovidas de axodnios, se tornam
alongadas e seus processos delgados se interdigitam com os processos das
células de Schwann vizinhas, formando uma coluna de células denominada
coluna de células de Schwann ou bandas de Bingner (IDE et al., 1990). A
proliferacdo das células de Schwann se continua durante aproximadamente 2
semanas e as bandas de Blngner irdo conduzir os axénios em regeneracéo na

direcdo de seus orgéos alvo (TERENGHI, 1999).

IDE et al., (1990) e HALL (1997), apontam um fato interessante que
favorece o crescimento axonal durante o processo de regeneracado: “a lamina
basal da célula de Schwann permanece integra durante o processo de
degeneragédo Walleriana”, sobrevivendo a invasdo de macréfagos durante o
estagio agudo de degeneracdo ou desmielinizacéo primaria. HALL (1986, 1997),
ressalta a importancia vital das células de Schwann para o processo de
regeneracd@o axonal, destacando seu papel como fonte de fatores neurotréficos
que se difundem do coto distal até a area lesada para exercer uma influéncia
trofica sobre os axénios em regeneracgao do coto proximal. O contato com axdnios
em regeneracdo estimula uma segunda fase de proliferacdo das células de
Schwann, mediada por um fator tréfico derivado de neurénios, especifico para

células gliais.
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No coto proximal ocorre uma degeneracdo axonal retrégrada até o
primeiro nddulo de Ranvier, criando uma pequena drea de degeneragdo
Walleriana. Também o corpo celular sofre alteragdes estruturais e funcionais apds
a les@o. Ha um aumento do volume do corpo celular, deslocamento do ndcleo
para a periferia e alteracdes na estrutura do citoplasma, denominada cromatdlise.
Esta reagao reflete a preparacao metabdlica para a reposicéo da perda do volume
axoplasmatico, devido & perda do segmento distal do axdnio, ocorrendo uma
concentrac@o de R.N.A. para o aumento da sintese protéica. As reagdes no corpo
celular variam com a proximidade da lesao; lesbes proximais podem levar a morte

do corpo celular (LUNDBORG, 1987).

Assim como nos processos gerais de inflamacao, a reparacgio inicia-se
dentro de poucas horas apds a lesdo. Os ax6nios do coto proximal produzem
grande quantidade de brotos colaterais e terminais que avangam distalmente. Um
aspecto caracteristico na regeneracdo nervosa € a presenca de "unidades de
regeneracao", representadas por grande numero de brotos amielinicos
aglomerados, originarios de um mesmo axdnio, que crescem sob os tubos

endoneurais, em diregdo aos 6rgaos terminais.

Na porcéo mais distal de cada broto ha um cone de crescimento, uma
protuberancia da qual se originam varios filopddios, que exploram o ambiente
através de movimentos constantes. Quantidades consideraveis de actina tém sido

demonstradas nos filopddios, indicando seu importante papel para a mobilidade
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destes (YAMADA et al., 1971, WOLOSEWICK & PORTER, 1976; LUNDBORG,
1987; PLEASURE, 1980; BUETTNER, 1995). Alguns dos brotos axonais se
degeneram devido a insuficiéncia de sinais de sobrevivéncia originarios dos

o6rgaos alvo, o que ocorre provavelmente na forma de fatores de crescimento

(BRUSHART, 1993).

A membrana basal da célula de Schwann desempenha importante
papel no direcionamento dos axénios, fornecendo um arcabougo aos axonios em
regeneracdo. Contudo a importancia da membrana basal durante a regeneracao
axonal parece ndo ser apenas mecanica, existindo alguns trabalhos que sugerem
um papel trofico (BUNGE, 1983; IDE et al, 1983; GIANNINI & DYCK, 1990;
FENELEY et al, 1991; SORENSON & WINDEBANK, 1993; HALL, 1997;
TERENGHI, 1999). WANG et al. (1992), reafirmam o papel tréfico da laminina
presente na lamina basal da célula de Schwann, considerando sua localizac¢&o,
principalmente na superficie interna da célula, sendo reconhecida pelos brotos

axonais que entdo invadem a lamina basal durante o processo de regeneracgéo.

O processo de regeneragao do nervo ocorre naturalmente desde que a
continuidade entre os cotos do nervo lesado tenha sido preservada, como ocorre
nos casos de compresséo, onde a probabilidade dos brotos axonais crescerem
através da lesdo em direcdo as bandas de Bungner € alta (DE MEDINACELI &
MERLE, 1991). Porém, se houver um espaco enire os cotos, os axdnios em

regeneracdo necessitam transpor um territério ndo familiar antes de atingir o
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“abrigo seguro” das bandas de Bungner. Nesse sentido, a probabilidade de o
crescimento axonal ser bem sucedido através de um gap diminui @ medida em

que aumenta o intervalo entre os cotos (HALL, 1997).

3. METODOS UTILIZADOS NO REPARO DA LESAO NERVOSA PERIFERICA

Segundo FIELDS et al. (1989) os primeiros experimentos envolvendo
sutura de nervo foram descritos por FERRAR, no século XVIl. No século XIX,
BAUDENS (1836) e VON LANGENBECK (1876), realizaram sutura direta dos
cotos nervosos, porém, os materiais utilizados causavam reacdo inflamatéria e a
cicatrizacdo decorrente da sutura resultava numa “linha de sutura’, onde os
axonios se tornavam desorganizados, com seu trajeto bloqueado e
frequentemente estrangulados no interior de neuromas. Além disso, a sutura
direta dos cotos nervosos pode provocar tensdo no local do reparo, levando a

constricdo dos vasos intraneurais e propiciando uma fibrose.

Na tentativa de minimizar o processo cicatricial, um material adesivo
originario do plasma sanguineo foi utilizado (YOUNG & MEDAWAR, 1940;
SEDDON & MEDAWAR, 1942; TARLOV, 1944, 1950; NISHIHIRA & Mc
CAFFREY, 1989), porém os resultados sdo semelhantes ou inferiores aqueles

onde se utiliza sutura epineural e a anastomose geralmente falha devido a
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pequena forca elastica de conexdo (MILLESI, 1984; BECKER et al., 1984;

BOEDTS, 1987, SMAHEL et al., 1987).

Outra forma de facilitar a reparagdo nervosa periférica foi desenvolvida
utilizando-se tubos que pudessem conduzir os axonios em regeneracdo em
direcdo a porcdo distal do nervo. O método de tubulizacdo foi relatado pela

primeira vez por GLUCK, em 1880.

Os tubos sdo constituidos de materiais de natureza sintética ou
bioldégica, destacando-se o silicone (LUNDBORG et al, 1982; WILLIAMS et
al., 1983; MERLE et al., 1988; MADISON et al., 1988; STENSAAS et al., 1989;
SPECTOR et al., 1991), polietileno (DA SILVA & LANGONE, 1989; MARQUES,
1992), acrilico (HURTADO et al.,, 1987), poliésteres (DA SILVA et al., 1984;
MADISON et al., 1984, 1985; SECKEL et al,, 1984; DEN DUNNEN et al.,1993),
substancias biocompativeis como o acido poliglicélico (MACKINNON et al., 1988;
HENTZ et al., 1991), veias (WEISS, 1943; RICE & BERSTEIN, 1984; WALTON et
al., 1989), artérias (FRANCEL et al., 1997), colageno (ROSEN et al., 1979;
MADISON et al., 1988; MACKINNON & DELLON, 1990), papel (KAUPPILA et al,,

1997) e vidro biodegradavel (LENIHAN et al., 1998b).

Entre os materiais citados, a tubulizacdo tem sido extensamente
estudada, pois apresenta vantagens como:. fornecer orientacdo mecanica aos
axonios em crescimento, minimizar a cicatrizagdo pela formagao de uma barreira

que diminui a invas&do de ceélulas do tecido conjuntivo, favorecer o acumulo de
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substancias troficas no interior do tubo, além de permitir a manipulacdo do

microambiente de regeneracio e nao formar “linha de sutura”.

Segundo FIELDS & ELLISMAN (1986), apés 3 a 4 semanas da
tubulizagdo, os axonios amielinicos associados as células de Schwann comegam
a invadir o coto distal. Axdnios mielinicos ja estao presentes no coto distal de
nervo isquiatico de rato, apds 5 a 6 semanas da tubulizacdo. Entretanto, o nimero
e o didmetro dos axodnios mielinicos regenerados ndo atingem os valores de

nervos normais, apos intervalos de tempo mais longos.

Apesar da regeneracdo aparentemente bem sucedida logo apods a
tubulizacdo, LE BEAU et al. (1988), observaram que nervos regenerados
mostravam evidéncias de degeneragio, que eram mais intensas quanto maior o
tempo ap6s implante dos tubos de silicone, atribuindo esse fato a presenca de
forcas constritivas sobre o nervo durante seu crescimento através do tubo e coto
distal. TERRIS & FEE (1993), a partir dessa observacdo, apontavam para a

necessidade de introducdo de um material absorvivel que evitasse a compressao

nervosa cronica do nervo regenerado.

Em 1998, CHAMBERLAIN et al.,, utilizaram tubos de colageno
degradavel vazios e preenchidos com copolimero de colageno-glicosaminoglicana
(CG), em nervo isquiatico de rato, comparando a regeneragdo axonal nesse
modelo com aquela ocorrida no interior de tubos de colageno e de silicone vazios.

O crescimento axonal foi semelhante nos implantes de colageno e de silicone



preenchidos com CG, em relacdo aos tubos vazios, enquanto nos implantes de
silicone havia miofibroblastos ao redor de todo o comprimento do tubo, formando
uma capsula contratil sobre o nervo regenerado. Considerando ser o tubo de
colageno degradavel um material menos propenso a desenvolver capsula
contratil, evitando a compressdo sobre o nervo regenerado e consequente

degeneracgao, os autores recomendam o uso desse material.

Pesquisas envolvendo material biodegradavel na constituicdo dos
tubos prosseguiram com LENIHAN et al. (1998b), que utilizaram tubo de vidro
biodegradavel de liberagdo controlada em nervo fibular de coelhos. Esta técnica
foi comparada ao autoenxerto de musculo tratado por congelamento-
descongelamento e ao tubo de vidro contendo 1 cm de musculo tratado por
congelamento-descongelamento. Apds 6 meses do implante ndo se observou
diferenga entre o grupo onde se utilizou autoenxerto de musculo tratado e aquele
onde o musculo tratado foi incluido em tubo de vidro, porém, no grupo onde
apenas o tubo de vidro reunia os cotos nervosos, o nivel de recuperacéo
funcional foi inferior. O tubo utilizado € de vidro biodegradavel constituido de
polimeros inorgénicos baseados em fosfato de soédio, podendo seu grau de
solubilidade ser modificado para alterar a composicdo e forma fisica dos
constituintes do vidro. Os autores consideram que a técnica pode facilitar o
estudo de diferentes métodos de enxerto e o teste de possiveis fatores quimicos

que poderiam aumentar a regeneragdo nervosa, uma vez que o tubo é facilmente
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confeccionado e pode ter seu grau de solubilidade alterado para favorecer a

dissolucdo mais rapida ou mais lenta.

Visando uma regeneracdo axonal adequada através do uso de material
simples, de facil acesso e de baixo custo, KAUPPILA et al. (1997) avaliaram
comparativamente a regeneragao nervosa através de neurorrafia tradicional e de
reconexao coto-a-coto com papel umedecido, constituido de celulose e fibras de
algodao, envolvendo as extremidades unidas dos cotos do nervo isquiatico de
rato. Observaram que ambas as técnicas de reconstrucdo permitiram o
crescimento axonal através da lesdo e concluiram que o tipo de papel utilizado
pareceu ser aderente o suficiente para manter a aposi¢cao entre os cotos nervosos
e sua estabilidade durante o processo de regeneracido, e que o papel induziu
maior cicatrizacao fibrosa ao redor da lesao, mas ndo houve interposicao desse

tecido cicatricial entre os cotos nervosos ou constricdo do nervo regenerado.

A neurorrafia a laser € outro método que tem sido estudado por alguns
autores que consideram seus resultados comparaveis aos de reparo por sutura
epineural, especialmente no que se refere a velocidade de condugéo e densidade
dos axonios (BAILES et al., 1989). Porém, este método necessita investigacdes
adicionais, uma vez que seu poder de anastomose € insuficiente, proporcionando

elevada taxa de deiscéncia no nervo (KORFF et al., 1992).

Dentre as alternativas j& desenvolvidas, o método de reparo mais

utilizado na pratica clinica atual é o autoenxerto de nervo, porém ainda apresenta
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inconvenientes. Quando o diametro do nervo lesado é maior que o doador, ha
necessidade de unir paralelamente varias por¢ées do nervo doador “cable graft “,
0 que propicia cicatrizacdo excessiva em detrimento de uma regeneracio axonal
adequada. Além disso, a remoc¢do do nervo doador resulta em perda sensitiva na

area desnervada (FAWCETT & KEYNES, 1986).

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

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

Muitos autores tém demonstrado que axdnios em regeneracdo podem
crescer através da lamina basal de musculo esquelético (IDE, 1984; KEYNES et
al., 1984; GLASBY et al., 1986a,b,c; FAWCETT & KEYNES, 1986; DAVIES et al.,
1987; NORRIS et al., 1988; SOMAZZ, 1994; SANTO NETO et al., 1998). E de
interesse citar que esses trabalhos ndo sd@o apenas experimentais, incluindo
também entre eles alguns resultados bastante satisfatérios de reparo no homem

(NORRIS et al., 1988; CALDER & NORRIS, 1993).
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4. EMPREGO DE MUSCULO ESQUELETICO NO REPARO DAS LESOES

NERVOSAS

Segundo FIELDS et al. (1989) e GLASBY (1990), a primeira referéncia
ao uso de musculo no reparo nervoso foi feita por CAUSEY (1955), que trabalhou
no reparo de uma secgdo de nervo isquidtico de coelho através de
autotransplante de musculo esquelético. Neste caso, o musculo foi transplantado
de seu leito juntamente com seu pediculo vascular. Ele comparou seus resultados
aqueles em que o reparo foi feito por autoenxerto de nervo fibular. Observou que
havia um crescimento limitado de axdnios através do enxerto nos dois grupos,
havendo menor quantidade de fibras nervosas no enxerto de musculo. Além
disso, a maturac&o dessas fibras pareceu ser atrasada neste grupo. GLASBY, em
1990, considera que estes resultados possam ser devidos a técnica cirurgica
empregada, relativamente primitiva se comparada as desenvolvidas atualmente.
Diante desses resultados, a técnica foi abandonada, sendo retomada apenas

trinta anos mais tarde por IDE et al. (1983) e KEYNES et al. (1984).

IDE et al., em 1983, também observaram axonios em regeneragao no
interior dos tubos de membrana basal muscular, admitindo haver semelhancas
quimicas entre essa membrana basal e aquela das células de Schwann.

Considerando que a membrana basal das células de Schwann desempenha um
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papel fundamental na regeneragdo axonal, admitiu-se que a membrana basal

muscular também pudesse ser utilizada no reparo da les@o nervosa periférica.

Em 1984, KEYNES et al., desenvolveram um protocolo a fim de
preparar retalnos de musculo esquelético para o reparo da lesdo nervosa. De
acordo cbm este método, um determinado fragmento muscular é tratado por
uma variedade de prbdutos quimicos, cuja finalidade € retirar o contetado
citoplasmatico da fibra muscular. O esvaziamento final é obtido pela compressao
do fragmento muscular entre duas superficies planas. Os autores concluiram que
as fibras nervosas crescem coaxialmente através dos tubos de membrana basal
das fibras musculares no enxerto. Em trabalhos posteriores, entretanto, os
préprios preconizadores do método sdo categoricos em afirmar que ele necessita

ser melhorado (FAWCETT & KEYNES, 1986).

Em 1986, FAWCETT & KEYNES compararam autoenxerto de nervo e
autoenxerto de musculo preparado por esvaziamento do mioplasma, em ratos e
coelhos. Depois de trés meses, avaliaram os dois grupos funcional e
eletrofisiologicamente, e observaram que o autoenxerto de lamina basal muscular
foi tdo bem sucedido quanto o autoenxerto de nervo: o nimero e tamanho dos
axonios, bem como a recuperacdo funcional do membro e velocidade de
conducdo axonal foram as mesmas nos dois grupos de animais. Os autores
sugeriram entdo, que os enxertos de musculo preparados desta forma poderiam

ser uteis no reparo de nervos em humanos. No entanto, havia ainda o
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inconveniente de que a técnica promovia o esvaziamento de apenas 50% do

contetdo sarcoplasmatico, além de ser um método demorado e trabalhoso.

GLASBY et al. (1986a) preconizaram um novo método de obtencio do
enxerto muscular, que se baseia em choque térmico e hiperosmético do
fragmento muscular. Com este procedimento separa-se a membrana basal
muscular de seu conteudo sarcoplasmatico e o sarcoplasma & dessa forma
destruido. Os autoenxertos assim tratados eram alinhados coaxialmente e
implantados entre os cotos do nervo isquiatico de ratos. Os autores concluiram
que o enxerto muscular era bastante promissor no reparo nervoso, uma vez que
foi possivel a regeneragio através do mesmo, havendo axdnios no coto nervoso

distal.

Posteriormente, GLASBY et al. (1986b) investigaram como a orientacao
do enxerto muscular afetava a regeneracgao, utilizando autoenxerto de musculo
tratado por congelamento e descongelamento, implantado em nervo isquiatico de
rato e compararam os resultados de um grupo em que o enxerto foi alinhado

coaxialmente aos axdnios, a outro grupo em que o enxerto foi colocado

perpendicularmente, formando um angulo de 90° com os mesmos. Observaram
que a recuperagao ocorreu nos dois grupos, porém mais lentamente no grupo

cujos tubos de membrana basal estavam em angulo reto com as fibras nervosas.

GLASBY et al. (1986c¢) fizeram a retirada de um fragmento de 1 cm do

nervo isquiatico de rato, reimplantando-o a fresco. Os resultados foram
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comparados aos de outro grupo de animais onde se realizou autoenxerto de
musculo tratado por congelamento/descongelamento, alinhado coaxialmente. Os
dois grupos experimentais foram observados entre 7 e 101 dias. Aos 28 dias no
enxerto e aos 51 dias no nervo distal, ndo havia diferenca significativa no nimero
de axdnios mielinicos em cada grupo e potenciais de acdo compostos
extracelulares puderam ser obtidos com a mesma facilidade nos dois grupos.
Além disso, ndo havia diferenga significativa nos indices de maturacdo (diametro
do axénio e diametro da fibra) no ponto médio dos enxertos de nervo e musculo,
em todos os tempos ap6s 28 dias. Estes resultados encorajaram o uso clinico do

enxerto muscular, que se mostrou adequado ao reparo nervoso.

GLASBY et al. (1986d) realizaram autoenxerto de musculo triceps
braquial tratado por congelamento-descongelamento, em nervo radial de saguis.
Apos 6 meses da cirurgia, fizeram a avaliagdo funcional e observaram que
ocorreu transmissdo de potenciais de agdo composto extracelular através do
enxerto, em ambas as diregbes. Os autores sugerem que tais enxertos poderiam

ser usados no reparo de nervos periféricos em humanos.

Até o momento praticamente todos os trabalhos subsequentes utilizam-
se do método de Glasby e tém demonstrado em diferentes situacdes, que o

emprego de musculo esquelético pode ser uma boa op¢éo no reparo das lesdes

nervosas.
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GATTUSO et al.,, em 1988a, trabalharam com enxerto de musculo
autégeno em nervo mediano de primatas, utilizando o método de congelamento-
descongelamento. Depois de 28 dias do enxerto foi observado desnervacao total
do musculo flexor radial do carpo. Apés 150 dias havia evidéncia eletrofisiologica
de recuperagdo da condugdo através do enxerto, com recuperagdo funcional
parcial do musculo. Histologicamente, se observou a presenca de fibras nervosas
e novas juncdes neuromusculares funcionais. Eles observaram que a reinervacao

efetiva dos musculos alvo € possivel apoés o reparo do nervo através de

autoenxerto de musculo esquelético.

Esses mesmos autores demonstraram que, embora a reinervagao dos
musculos alvo tenha ocorrido, proporcionando um nivel aceitavel de recuperagao
funcional, os diametros das fibras nervosas regeneradas ndo retornam aos
valores normais, havendo um atraso na maturacdo dessas fibras. Observaram
gue a recuperacao do nervo através dessa técnica € superior aquela obtida com a
técnica de "cabo de enxerto”, apontando uma vantagem potencial na utilizacdo de

autoenxerto de musculo para o reparo de nervos em humanos.

NORRIS et al. (1988) aplicaram a técnica de autoenxerto de musculo
tratado por congelamento-descongelamento, no reparo de nervo digital em 8
pacientes com idade entre 15 e 61 anos. O material de enxerto foi obtido do
musculo peitoral maior, que depois de tratado foi interposto coaxialmente entre os

cotos proximal e distal do nervo lesado, por sutura epineural. Os pacientes foram
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avaliados pelo grau de recuperacdo das sensacles tateis e discriminativas.
Verificou-se um excelente nivel de recuperagdo, demonstrando ser este um
método que pode oferecer vantagens significativas sobre os enxertos de nervo
convencional ou os "cabos de enxerto", especialmente quando uma grande

extensdo do nervo é envolvida.

GATTUSO et al., em 1989, submeteram um grupo de ratos a reparagao
imediata de nervo isquiatico transeccionado, utilizando a técnica de autoenxerto
de musculo tratado por congelamento-descongelamento, comparando-os a outro
grupo onde a reparagao foi tardia (de 3 a 56 dias apds a lesado). Depois de 100
dias da cirurgia todos os animais foram estudados. Eles observaram que nos
grupos de reparacado tardia abaixo de 56 dias, apesar de haver uma reducdo
significativa na média de remielinizagdo das fibras, ndo havia diferenca
significativa no didmetro e no nimero de fibras mielinizadas em relagdo ao grupo
de reparacao imediata. Porém, nos casos em que o reparo do nervo foi realizado

apos 56 dias da lesédo, o resultado foi incompativel com a recuperacao funcional.

PEREIRA et al. (1990) trabalharam com o reparo de nervo tibial de
cobaias, induzindo o granuloma micobacteriano, provocado pelo Mycobacterium
leprae no nervo tibial desses animais. A avaliacdo foi feita entre 7 e 100 dias, no
sentido de se observar o dano maximo ao nervo. A area do nervo correspondente
ao granuloma foi entdo retirada, unindo-se os cotos com um autoenxerto de

musculo vasto lateral desnaturado por choque térmico. A avaliagdo clinica apods
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5 meses mostrou boa recuperagdo sensorial e motora, compativel com os
achados histologicos. Concluiram que a técnica de enxerto muscular pode ter

grande valor no tratamento de lesdes nervosas cronicas.

MATTAR et al. (1990) realizaram les6es no nervo isquiatico de ratos,
com reconstrugcdo imediata, comparando os resultados de enxerto de nervo
convencional e enxerto de membrana basal obtido do musculo gluteo maximo,
apbs tratamento por congelamento-descongelamento. Depois de 60 dias do
enxerto, os fragmentos intermediarios e distais a este foram analisados revelando,
a microscopia Optica, numerosos axonios mielinizados formando unidades de
regeneracdo, sem diferencas morfologicas significativas entre os dois grupos,
indicando a eficacia da regeneragdo quando se utiliza enxerto de membrana

basal de musculo esquelético.

GSCHMEISSNER et al., em 1990, realizaram autoenxerto de musculo
esquelético tratado por congelamento-descongelamento, em nervo isquiético de
ratos. Depois de um periodo de 294 a 315 dias, os nervos foram processados
histologicamente, coletando-se as porgcdes proximal, intermediaria e distal do
nervo do grupo enxertado, bem como o nervo contralateral no mesmo nivel
correspondente ao enxerto. Eles observaram que a regeneragéo foi bem sucedida
através do enxerto muscular e o coto distal foi recolonizado. Apds 300 dias do
implante, a regido correspondente ao enxerto mostrou a presenca de

minifasciculos € no coto distal, evidenciou-se a arquitetura normal do nervo,
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auséncia dos minifasciculos e aspectos semelhantes & histologia do nervo
controle. Apontam que diante de um falha ou ruptura do perineuro, inicia-se a
proliferacdo de células semelhantes as células perineurais, que envolvem as
fibras nervosas no sentido de fornecer um ambiente endoneural apropriado a

regeneracgéo, o que ocorre em todas as formas de reparo de nervos periféricos.

GLASBY (1990) compararam a recuperacdo das caracteristicas
morfoldgicas, durante a regeneracido de nervo femoral de carneiros, em tempos
variaveis, acima de 10 meses ap6s o reparo nervoso. Grupos de carneiros que
receberam autoenxerto de musculo sartério tratado por congelamento-
descongelamento, alinhado coaxialmente, foram comparados com aqueles que
receberam trés cordbes de cabo de enxerto autégeno, origindrio de nervo
cutaneo. Foi observado maior numero de fibras nervosas na por¢ao distal ao
enxerto de musculo em relagdo ao cabo de enxerto, em todos os tempos apos o
implante (4, 6 e 10 meses). Os indices de maturacdo das fibras nervosas ndo
eram significativamente diferentes entre os dois grupos aos 10 meses. Os autores
concluiram que os enxertos de musculo podem ser usados com SucessoO para o

reparo de grandes nervos mistos danificados, em substituicdo ao cabo de enxerto.

GLASBY et al. (1991) investigaram se os brotos axonais apresentavam
especificidade por seus cotos distais homdnimos durante a regeneracéo através
de um enxerto muscular. Procederam a ressecgéo de 2 cm dos nervos mediano e
ulnar de micos. Esse espaco foi preenchido por um enxerto de musculo tratado

por congelamento-descongelamento. Num grupo de micos, os cotos proximal e



distal de ambos os nervos foram suturados nas extremidades do enxerto muscular
em seu arranjo anatémico ortotdpico (com os nervos homdnimos alinhados). Num
segundo grupo de animais, os cotos distais dos nervos foram transpostos de
forma que o coto distal do nervo ulnar fosse alinhado em relagdo ao coto proximal
do nervo mediano e vice-versa. Apdés 5 meses, procederam © exame
eletrofisiologico e, em seguida, o material foi processado histologicamente. Eles
sugeriram nao haver uma influéncia de tropismo especifica entre os nervos
homoénimos e seus musculos alvo. Quanto ao diametro das fibras nervosas, nao
houve diferenca significativa entre os grupos, indicando um grau similar de
maturacédo, independentemente da rota de reconexao com os 0rgaos terminais.
Os autores concluem que a reinervagdo do segmento nervoso distal pode ocorrer

mesmo na auséncia de quaisquer influéncias distais.

FENELEY et al. (1991) utilizaram técnicas imunohistoquimicas para o
estudo do crescimento axonal e migracdo das células de Schwann em nervo
isquidtico de ratos submetidos a enxerto muscular tratado pelo método de
WALLIS et al. (1980), para remogao do mioplasma. Observaram que a migragéo
das células de Schwann em associagcdo com axdnios no coto proximal foi mais
rapida e mais extensiva que no coto distal. Uma analise comparativa entre os
enxertos musculares esvaziados e nao esvaziados revelou que em 7 dias havia o
dobro de axdnios regenerados no grupo de enxerto esvaziado, porém em 20 dias,
o numero de axdnios era similar nos dois grupos. Os autores sugerem que a

regeneracéo axonal é dependente da migracio das células de Schwann.
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BRYAN et al. (1993) estudaram a influéncia da laminina, da matriz
extracelular, sobre a regeneracéo nervosa periférica. Este estudo consistiu na
comparacgao entre enxerto de lamina basal muscular tratado por congelamento-
descongelamento e enxerto de nervo. Os enxertos de |amina basal pré-tratados
com anticorpos anti-laminina proporcionaram uma reducao de até 90% do numero
total de axbnios regenerados, com decréscimo significativo na velocidade de
condugd@o do nervo. Esses achados sugerem o importante papel da laminina da

membrana basal na regeneracéo nervosa através de enxertos musculares.

Recentemente, outro método de confeccdo do retalho muscular foi

apresentado por HALL & ENVER (1994), que consiste no pré-aquecimento do

retalho muscular a 60°C e 80°C. Os enxertos musculares foram implantados no

nervo isquiatico de ratos e constatou-se que o padrao de reinervacao através de

enxertos tratados por aquecimento a 60°C era semelhante aquele observado

através de enxertos tratados por congelamento-descongelamento. Embora o

aquecimento a 60°C nado elimine completamente as células musculares no
enxerto, contribuindo para uma falha clinica de muitos enxertos, observa-se que a
presenca de musculo em regeneragdo no enxerto, aparentemente ndo evita a

regeneracgdo axonal entre os tubos de sarcolema. Ja nos enxertos aquecidos a

80°C, os cones de crescimento foram incapazes de penetrar nos enxertos, ainda

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

60°C altere alguns componentes da lamina basal, como a laminina e a



fibronectina, necessarios ao crescimento do axdnio, sendo que estes

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

Schwann em se desenvolver nos enxertos musculares tratados a 80°C, pode estar
relacionada a inativacdo térmica dos componentes da lamina basal, que sdo
conhecidos por exercer importante fungdo no crescimento axonal. Portanto, a

auséncia de fragmentacdo, facilidade de sutura e menor retracdo do enxerto

tratado a 60°C, séo fatores que podem ter importancia no seu uso clinico.

Com o objetivo de aumentar a distancia através da qual um autoenxerto
de musculo tratado por congelamento-descongelamento pode suportar uma
efetiva regeneracdo nervosa, CALDER & GREEN (1995) compararam a
regeneracdo axonal através de autoenxerto de musculo tratado por esta técnica
interposto em gaps de 1 cm e 1,5 cm, em nervo isquiatico de ratos, aquela obtida
através de um sandwich nervo-musculo, onde o enxerto muscular tratado foi
dividido em dois pedacgos, cada qual unido a uma das extremidades do nervo
seccionado e, entre as duas extremidades dos enxertos musculares foi interposto
um segmento de 2 mm do nervo distal, que serviu como fonte imediata de células
de Schwann naquele local. Os resultados da avaliacdo do nervo fibular mostram
ter havido um aumento significativo no numero de fibras nervosas no grupo
sandwich (1335) em relacao ao grupo de enxerto de musculo (711), nos casos em

que o gap foi de 1,5 cm, ndo havendo diferenca significativa no didmetro médio

36



das fibras entre os dois grupos. Além disso, nos gaps de 1,5 cm, a recuperacao
funcional através do sandwich foi maior que no autoenxerto de musculo, sendo
comparavel aquela obtida em autoenxerto de nervo. Os autores enfatizam a
importancia das células de Schwann e consideram que o uso de um segmento de
nervo interposto pode aumentar significativamente a efetividade do autoenxerto

de musculo congelado-descongelado, especiaimente em longos gaps no nervo.

Estudando a utilizacdo de enxerto muscular tratado por aquecimento
em forno de micro-ondas, WHITWORTH et al. (1995) utilizaram diferentes
métodos de desnaturacdo do musculo a ser utilizado para enxerto num espaco de
10 mm no nervo isquiatico de ratos. Foi realizado autoenxerto de nervo em
animais do grupo controle e autoenxerto de musculo em animais que foram
divididos em outros trés grupos, sendo o primeiro tratado com autoenxerto de
musculo submetido a congelamento-descongelamento, o segundo tratado com
choque térmico por calor seco em forno de micro-ondas (60 a 70° C), € o terceiro
submetido a choque térmico e hipo-osmético em agua destilada estéril a 60° C.
Os resultados mostraram retragcdo de 58% nos autoenxertos tratados por
congelamento-descongelamento, de 11% naqueles submetidos a aquecimento em
micro-ondas e nenhuma retragao naqueles aquecidos em agua destilada estéril a
60° C; tendo sido a taxa de regeneragéo axonal mais rapida no grupo contrble,
seguida pelo grupo que sofreu aquecimentc em micro-ondas, quando comparada
aos demais grupos de enxerto muscular, e o grau de inflamagcdo mais alto

nos animais cujo enxerto foi submetido a aquecimento em agua destilada estéril a
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60°C, o que explica a pobre regeneragdo axonal observada neste grupo.
Considerando o pequeno indice de retracdo, a rapida migragdo e maior volume de
células de Schwann no interior do enxerto, além da facilidade de realizacéo da
técnica, os autores indicam o uso da técnica de aguecimento em micro-ondas
para o reparo de curtos espacos em nervos periféricos, enfatizando seu uso na
pratica clinica.

Ainda utilizando o aquecimento do retalho muscular para o reparo de
nervos lesados, LENIHAN et al. (1998a) estudaram o autoenxerto de musculo
esquelético produzido por aquecimento em forno de micro-ondas doméstico
durante 100 segundos, numa poténcia de 350 Watlts e, em seguida, resfriado
naturalmente durante 2 minutos e interposto no espaco de 1 cm de nervo fibular
de coelhos. Esta técnica foi comparada a de autoenxerto de musculo tratado por
congelamento-descongelamento e os animais avaliados 6 meses apds o implante.
Nao houve diferenga significativa nos testes eletrofisiologicos entre os dois
grupos, nem com relacdo ao didmetro médio dos axodnios, porém o didmetro
médio das fibras foi significativamente maior no grupo tratado por congelamento-
descongelamento que naquele tratado por aquecimento, o que implica na
mielinizagdo mais efetiva no primeiro grupo. Os autores comentam que o preparo
do retalho muscular aquecido em forno de micro-ondas mostrou-se dificil,
especialmente no que se refere ao controle preciso da temperatura, que deveria
estar acima de 60° C, mas ndo acima de 80° C, além do que as variagbes na

espessura do fragmento muscular provocaram uma leve carbonizacdo nas
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margens do enxerto, enquanto seu centro era aquecido suficientemente. Isso
implicou na reducdo do tamanho do enxerto, ndo devido a retracdo, como ocorre
no congelamento, mas a necessidade de eliminacao da extremidade carbonizada
do enxerto muscular. Apesar dessas dificuldades, os autores apontam que se
trata de -uma técnica que pode ser usada como alternativa & de enxerto tratado
por congelamento-descongelamento, mas destacam que ndo ha evidéncias de
que o musculo aquecido em micro-ondas suporte a regeneragdo em déficits
maiores que 1 cm, enquanto o0 musculo ftratado por congelamento-

descongelamento apenas nao é eficiente quando o déficit € maior que 5 cm.

Mesmo considerando o sucesso no emprego de retalhos de musculo
esquelético, tanto experimentalmente como em alguns casos clinicos, ainda tem-
se defrontando com dificuldades na utilizagcdo dos enxertos e no preparo do

material a ser transplantado.

No laboratério do |L.B. - UNICAMP, foi desenvolvido um método
baseado no emprego de anestésicos locais como elemento basico no preparo do
enxerto (SOMAZZ, 1994), que se fundamenta na ac¢do miotdxica do anestésico,
promovendo degeneracao das fibras musculares seguida de remog¢éo do material
necrotico, porém, preservando a membrana basal muscular. Com base nesses
resultados, neste trabalho sera realizada analise morfométrica de axdnios
regenerados através de autoenxerto de lamina basal muscular tratado com
injecdo intramuscular de cloridrato de lidocaina a 2%, comparativamente ao

autoenxerto de nervo, considerando-se a importancia de consolidar a eficacia do
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método empregado para tratamento do enxerto muscular, a partir do grau de

maturacao das fibras nervosas regeneradas.
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OBJETIVO

Avaliar morfometricamente a regeneragdo axonal em nervo reparado
por autoenxerto de lamina basal muscular, obtido a partir de injecao intramuscular
de cloridrato de lidocaina a 2% e estabelecer uma analise comparativa com a

regeneracao obtida através de autoenxerto de nervo.

Esta andlise envolvera a avaliagdo do didmetro dos axonios mielinicos
e das fibras nervosas regeneradas, bem como a espessura de suas bainhas de
mielina, o que devera refletir a maturacdo das fibras regeneradas através do

autoenxerto muscular e autoenxerto nervoso.
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MATERIAL E METODOS

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

pesando em média 160 g, provenientes do Biotério Central da UNICAMP.

Os animais foram divididos em 4 grupos:

Grupol : 7 ratos que receberam autotransplante de musculo soleo

previamente tratado com cloridrato de lidocaina.

Grupo ll : 7 ratos que receberam autotransplante de nervo isquiatico;
Grupo Il : 5 ratos cujo nervo isquiatico foi seccionado e mantido em seu
leito.

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

isquiatico normal.

1.  GRUPO I: ENXERTO DE MUSCULO (CONFECGAO E IMPLANTE)

Para o preparo dos enxertos musculares, os animais foram
anestesiados por inalacdo de éter etilico. Procedeu-se entédo a depilagdo e
assepsia do membro posterior direito do animal. Em seguida fez-se uma abertura
de cerca de 10 mm de comprimento na regido poéstero-lateral da perna. Com

seringa de 1 ml e agulha 13 x 4, injetou-se no musculo séleo direito um volume

43



de 0,1 ml de cloridrato de lidocaina (xylocaina®) a 2% - Merrell Lepetit. A seguir, a

ferida cirdrgica foi fechada com 3 pontos de fio de algodao 6-0 (ETHICON).

Apls o efeito da anestesia, os animais foram mantidos em gaiolas
separadas, com ragcdo e agua ad libitum, durante 24 horas, no Biotério do

Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia - UNICAMP.

A retirada do retalho muscular ocorreu 24 horas apés a inje¢cdo do
cloridrato de lidocaina. Os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
uma mistura de cloridrato de cetamina (Ketalar® - 50 mg/ml) e cloridrato de tiazina
(RumpunR -2 g/100 ml) 1:1, em dose de 0,3 ml/100 g de peso corporal. Apds os
primeiros sinais de anestesia geral, os animais foram posicionados em deculbito
ventral e as regides glutea e posterior da coxa esquerda foram depiladas. A
seguir, a ferida cirurgica do dia anterior foi aberta, expondo-se o musculo séleo.
Seccionou-se suas extremidades, retirando-se o ventre muscular e suturando-se

novamente a pele.

Sob microscopio cirurgico, fez-se a ‘“lapidagdo’ do retalho, onde o
fragmento coletado sofreu uma fina disseccéo, obtendo-se um bloco retangular

de 5 mm de comprimento e espessura semelhante & do nervo isquidtico.

Logo apds a obtencao do retalho muscular, realizou-se a cirurgia de
implante. A pele da regido glutea e posterior da coxa esquerda foi aberta com
uma inciséo de 15 mm, acompanhando o trajeto da projecdo do nervo isquiatico

na superficie. Os planos musculares foram afastados até visualizacéo e



exposicdo do nervo isquiatico. A uma distancia padrao da borda inferior do
musculo glateo, fez-se uma secgdo no nervo utilizando uma tesoura

microcirurgica.

A fenda produzida pela retragéo natural dos cotos nervosos foi medida
com papel milimetrado e a retirada de um pequeno fragmento do nervo isquiatico
foi necessaria para padronizar o tamanho da fenda em 5 mm. Nesse espaco
procedeu-se a fixacdo do retalho muscular, com 2 pontos de sutura epineural em
cada coto, utilizando-se fio monofilamento nylon 10-0 DERMALON (FIG. 1). Em

todos os casos, tomou-se o cuidado para que os cotos nao ficassem sob tensao.

2. GRUPO li: ENXERTO DE NERVO

Em relagdo a assepsia e anestesia, os animais deste grupo foram
submetidos aos mesmos procedimentos empregados no grupo anteriormente
descrito. Apds exposi¢ao e visualizagdo do nervo, seccionou-se um fragmento de
5 mm do nervo isquidtico esquerdo. Este sofreu uma inversdo de 180° e foi
imediatamente fixado aos cotos, por dois pontos de sutura epineural, utilizando-

se fio monofilamento nylon 10-0 DERMALON.

Apds a recuperacgao anestésica, os animais foram mantidos nas

mesmas condi¢des daqueles do grupo anterior.
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3. GRUPO lil: OBSERVAGAO DA REGENERAGAO ESPONTANEA

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

suas extremidades.

Em todos os grupos experimentais, apds os procedimentos cirargicos,
realizou-se a sutura dos planos muscular e cutaneo, com fio de algodao 6-0
(ETHICON). Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de

Anatomia do Instituto de Biologia da UNICAMP, com racéo e agua ad libitum.

4. GRUPOIV: CONTROLE
Os animais desse grupo, apesar de ndo terem sofrido intervengéo

cirGrgica, permaneceram sob as mesmas condi¢des daquelas dos demais grupos

experimentais.

5. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E RETIRADA DO MATERIAL

Apos o periodo de sobrevida de 50 dias, os animais foram

anestesiados com uma mistura de 1:1 de cloridrato de cetamina (KetalarR -
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50 mg/ml) e cloridrato de tiazina (Rumpun® - 2 g/100 ml) em dose de 0,3 mi/100g

de peso corporal.

O nervo isquiatico esquerdo foi exposto e fixado in situ a 4°C, durante
10 minutos com fixador Karnovsky (1965) modificado, contendo 1% de
paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1M, pH

7.3.

Os nervos isquiaticos dos animais dos grupos | e Il foram retirados e
em seguida divididos em 3 por¢des correspondendo a: 1) regido do coto proximal,
2) regido do retalho, e 3) regido correspondente ao coto distal. Estas por¢es
foram identificadas a partir dos pontos de sutura que permaneceram no local,

desde a realizagcdo das cirurgias.

Os animais do grupo lll também tiveram o nervo isquitico dividido nas
por¢coes proximal, intermediaria e distal, porém a determinacéo destas por¢cdes se
deu pela caracteristica do tecido que interpunha os cotos nervosos, que se
apresentava como um fino cabo de unido, em alguns animais, ou como uma

massa semelhante a um neuroma, em outros.

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

experimentais.
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Os fragmentos do nervo isquiatico dos animais dos 4 grupos
experimentais foram mantidos em solugéo fixadora (Karnovsky) por 24 horas e
pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1% em tampé&o cacodilato de sédio 0,1 M, pH
7.3, por duas horas, imersos em uranila 5% durante 24 horas, para coloracdo em
bloco, desidratados em solugbes crescentes (30% a 100%) de acetona e

incluidos em resina Araldite (UEGAMA).

Foram obtidos cortes transversais de 1 um com navalha de vidro, em
ultramicrétomo LKB, que foram corados com azul de toluidina a 1%, em solugéo
aquosa de borax a 1%, para microscopia 6ptica. Cortes ultra-finos foram obtidos
com navalha de diamante e corados com acetato de uranila a 5%, em agua e

citrato de chumbo 1% (REYNOLDS, 1963).

6. ANALISE MORFOMETRICA

A analise morfométrica se fez a partir de cortes semifinos do coto distal
do nervo regenerado nos animais submetidos a enxerto de nervo e enxerto de

musculo, bem como do nervo isquiatico dos animais do grupo controle.

Os cortes transversais dos cotos distais dos nervos de cada grupo
experimental e do controle foram corados com azul de toluidina e observados

através do analisador de imagens Kontron Elektronik — KS 400 — 2.0, da Zeiss.
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De acordo com CALIARI (1997), para a analise das laminas
histologicas, estabelecemos uma “macro”, ou seja, um conjunto de fungdes que
permite executar automaticamente a selecdo das imagens, a definicdo das
condicbes de morfometria e a execugdo da medida, através do analisador de

imagens.
As medidas foram realizadas de forma semi-automatica.

Realizou-se a calibragdo geométrica do equipamento, especificando a
unidade de medida “micrometro”. Em seguida, procedeu-se a calibragcdo de
medidas geométricas para imagens provenientes do microscopio de luz,
definindo na fung&o condition o item DCIRCLE (didmetro do circulo), objetivando

a medida dos axonios.

Para a realizacdo de medidas manuais, utilizou-se a fungdo region
freehand, que permite medir uma estrutura circundando-a diretamente no display

(640x480) com o auxilio do mouse.

Cada lamina histologica foi focalizada em objetiva de 100x, em
imersao, e a imagem foi captada pelo sistema e visualizada on line no display, que
realizou a normalizagdo e congelamento desta, que pdde entdo ser devidamente

mensurada.
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Nos 5 campos aleatoriamente definidos, cada axénio mielinico foi
contornado interna e externamente com o mouse, o que permitiu obter o diametro

do axdnio e da fibra nervosa, em micrometros (FIG. 11).

A avaliagdo dos dados se fez através do dafa /ist, uma lista de
resultados morfométricos. Para cada campo mensurado essa lista de resultados
era transferida para o exce/, formando o banco de dados de cada animal.

A partir desses dados, o didmetro médio dos axbénios de cada animal
foi obtido através da somatéria dos diametros internos dividido pelo nimero de

axonios mensurados.

@ o - Z@int.
médio ax0nios = =
n°axoénios

Da mesma forma, o diametro médio das fibras se obteve pela

somatodria dos didmetros externos dividido pelo nimero de fibras mensuradas.

A medida da espessura da bainha de mielina se fez subtraindo-se o

didmetro interno do externo e dividindo-se por dois.
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_ Dext.—Jint.
2

Cmielina

A espessura média das bainhas de mielina de cada animal também foi
obtida dividindo-se a somatéria das espessuras das bainhas de mielina pelo

numero de fibras analisadas.

Z Emielina

Cmédi ielina —
média mielina 17° ﬁbras

A razéo G resultou da divisdo do diametro do axénio pelo diametro da
fibra nervosa.

Baxonio

Dfibra

razdo G =

O grupo de regeneracao espontanea nao foi submetido a andlise
morfomeétrica, uma vez que a regeneragdo axonal foi absolutamente precaria,

restringido-se a raros axonios de diametro reduzido.
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7. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para andlise estatistica dos dados morfométricos, os valores médios de
cada grupo experimental, bem como do controle, foram analisados e comparados

entre si, utilizando-se o “teste F”, seguido do “teste de Tukey-Kramer HSD’.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS NO LOCAL DO ENXERTO

Apbs 50 dias do implante, as caracteristicas morfolégicas do nervo
regenerado nos animais que receberam enxerto de musculo séleo e enxerto de
nervo, eram semelhantes entre si. Reconheceu-se faciimente o locai do enxerto,
uma vez que se apresentava mais espessado e com coloragao ligeiramente
amarelada em relacdo ao restante do nervo, além da presenca dos pontos de
sutura. Chamou a atencdo a maior quantidade de tecido conjuntivo nessa regiao,

caracterizado pela aderéncia do nervo aos tecidos vizinhos (FIG. 2).

No grupo de regeneragdo espontanea, os aspectos macroscopicos do
nervo isquiatico, de um modo geral, mostraram perda de rota, neuroma e fibrose.
Estes achados foram confirmados na analise histologica. Alguns animais
apresentavam um “cabo” de regeneracado delgado unindo as duas extremidades
do nervo. Outros animais tinham o nervo isquiatico se dirigindo diretamente aos
musculos da coxa, o que também foi confirmado na analise histolégica, onde

raros feixes de axodnios eram observados em meio as fibras musculares.
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2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO NERVO NORMAL

Em todos os animais os aspectos morfolégicos foram essencialmente
semelhantes aqueles descritos na literatura. Foram identificados axdnios
mielinicos, cada qual envolvido pela célula de Schwann e bainha de mielina
(FIG.4), bem como grupos de axdnios amielinicos, onde uma unica célula de
Schwann, através de suas projecdes citoplasmaticas, envolvia varios axénios

desprovidos de mielina (FIG.5).

Envolvendo externamente os fasciculos nervosos observou-se o
epineuro com espessura maior que das demais bainhas conjuntivas,

apresentando mastdcitos com relativa frequéncia.

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

membrana basal .

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

menores que os epineurais, e eventualmente, mastocitos e fibroblastos. A

54



ultraestrutura do axoplasma exibia neurofilamentos, microtibulos e mitocdndrias,

também dispersos aleatoriamente (FIG.4).

3. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DA REGIAO DO ENXERTO

A regeneragéo axonal ocorreu em todos os animais dos grupos de

enxerto de musculo e de enxerto de nervo.

As fibras nervosas se apresentaram tipicamente distribuidas, com
formacao de minifasciculos. Estes apresentavam um nimero variavel de axdnios
em seu interior, mais agrupados no centro do enxerto que perifericamente.
Envolvendo cada minifasciculo se observava células semelhantes as células

perineurais (FIG.10-Ae C).

Alguns axbnios mostravam sinais de degeneracdo, definidos pela
retracéo da bainha de mielina, além do aumento do nimero de vasos sanguineos
e células de Schwann. A microscopia eletronica observava-se a retragéo da
membrana axolemal em relacdo a camada mais interna da bainha de mielina,
aumento da eletrondensidade do axoplasma e desintegracdo da bainha de
mielina (FIG.6). O diametro dos axdnios e espessura das respectivas bainhas de
mielina eram visivelmente menores ao nivel dos enxertos, em relagdo ao coto

proximal. Observou-se também a presenca de alguns mastécitos. No mais, os
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axonios mostraram-se normais; 0 axoplasma se apresentava constituido de

neurofilamentos, microtibulos e mitocondrias (FIG.7).

4. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO COTO DISTAL

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

formando varias camadas, intercaladas por fibras colagenas.

O epineuro que envolvia esses fasciculos estava composto por fibras
colagenas, com disposi¢do longitudinal ao nervo, além de fibroblastos e vasos
sanguineos. Em alguns casos, evidenciou-se a presenga de minifasciculos no

epineuro. O endoneuro mostrou maior quantidade de colageno.

As fibras nervosas mielinicas apresentavam menor diametro e bainhas
de mielina mais delgadas em relagdo ao nervo normal. No entanto, notou-se a
auséncia de minifasciculos, caracterizando-se uma disposi¢&o geral das fibras

semelhante ao nervo normal (FIG.10-B, D e E).

Conforme se observa nas figuras 8 e 9, o nervo regenerado através de

transplante de nervo e musculo, respectivamente, apresenta sinais de que houve
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reestruturagao de sua organizacdo interna, com presenca de axdnios mielinizados
e grupos de axdnios amielinicos acompanhados de suas respectivas células de
Schwann, o perineuro envolvendo os fasciculos nervosos e a presenca de

mitocondrias, neurofilamentos e microtibulos no axoplasma.

Para o grupo de regeneracdo espontanea, em geral, houve um pobre
crescimento axonal. Apesar da presengca de minifasciculos na regido
correspondente ao espaco deixado entre os dois cotos nervosos, os axonios nao
recolonizaram o coto distal, na maior parte dos casos. Em apenas um dos cinco
animais estudados observou-se presenca de axdnios mielinicos organizados em
trés fasciculos, envolvidos por perineuro e epineuro, sendo que. varios axonios
mostraram sinais de degeneracdo. Chamava a atengéo a presenca de mastocitos,
indicando uma possivel reagdo inflamatéria no local. Um dos casos permitiu
observar um pequeno grupo constituido de 5 axdnios, em meio a grande
quantidade de tecido adiposo. N&o era possivel observar o perineuro envolvendo

esses axdnios. Em dois casos observou-se pequenos feixes de fibras

mielinizadas envolvidos por perineuro, no intersticio das células musculares,
sendo que varios axdnios mostravam sinais de degeneracdo. Em outro caso,
observou-se a formacdo de trés fasciculos, envolvidos por perineuro, porém

mostrando extensa proliferac&o de tecido fibroso e presenca de mastocitos.
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5. ANALISE MORFOMETRICA DO GRUPO CONTROLE E COTO DISTAL DOS

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Diametro dos Axonios:

Tabela 1: Didmetro do axénio para os diferentes tratamentos

Tratamento Média (um) Desvio padrao (um) C.V. (%)
Controle 7.8373% 0.4425 5,65
Enxerto de nervo 4.1708® 0.8487 20,35
Enxerto de musculo  4.1304® 0.3380 8,18

Letras iguais ndo diferem estatisticamente (P<0.05).

Tabela 1.1: Analise de variancia para diametro do axénio.

Causas de G.L. Soma de Quadrados Razao F
variagao quadrados meédios

Tratamento 2 63.4370 31.7185 92.3450
Residuo 18 6.1826 0.3435 Prob>F
Total 20 69.6196 3.4810 <0.0001

Observa-se na tabela 1 que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os didmetros médios dos axénios nos dois tratamentos, porém,

guando estes foram comparados ao grupo controle, o diametro normal dos
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axonios nao foi atingido, havendo diferenca estatisticamente significativa entre

eles.

Diametro das Fibras:

Tabela 2: Diametro da fibra para os diferentes tratamentos

Tratamento Média (um) Desvio padrao (um) C.V. (%)
Controle 12.4580%® 0.4687 3.76
Enxerto de nervo 6.7284" 1.3800 20.512
Enxerto de musculo  6.7434® 0.4749 7.04

Letras iguais néo diferem estatisticamente (P<0.05).

Tabela 2.1: Analise de variancia para didmetro da fibra.

Causas de GL Soma de Quadrados Razao F
variacao quadrados médios

Tratamento 2 152.7969 76.3984 97.5398
Residuo 18 14.0986 0.7833 Prob>F
Total 20 166.8954 8.3448 <0.0001

De forma semelhante, n&o houve diferenga estatisticamente

significativa entre os didametros médios das fibras nervosas nos grupos de enxerto

de nervo e enxerto de musculo. Quando estes grupos foram comparados ao
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controle, observou-se que o didmetro das fibras n&o atingiu os valores normais,

havendo diferenca significativa entre eles.

Espessura da bainha de mielina:

Tabela 3: Espessura da bainha de mielina para os diferentes tratamentos

Tratamento Média (um) Desvio padréao (um) C.V. (%)
Controle 1.1247® 0.0963 8.56
Enxerto de nervo 0.6394® 0.1388 21.71
Enxerto de musculo  0.6541® 0.0532 8.14

Letras iguais nao diferem estatisticamente (P<0.05).

Tabela 3.1: Analise de variancia para espessura da bainha de mielina.

Causas de GL Soma de Quadrados RazZo F
variagao quadrados médios

Tratamento 2 1.0666 0.5333 50.9875
Residuo 18 0.1883 0.0105 Prob>F
Total 20 1.2548 0.0627 <0.0001

A tabela 3 mostra a estreita semelhanca entre as espessuras das
bainhas de mielina nos grupos de enxerto de nervo e enxerto de musculo, bem

como a discrepancia entre estes e o grupo controle. A diferenga entre os dois
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grupos experimentais e o grupo controle também foi significativa quando este

parametro foi considerado.

Razao G:

Tabela 4: Razao G para os diferentes tratamentos

Tratamento Média Desvio padrao CV. (%)
Controle 0.6290%® 0.0259 4.11
Enxerto de nervo 0.6201% 0.0199 3.21
Enxerto de masculo  0.6124® 0.0207 3.38

Letras iguais ndo diferem estatisticamente (P<0.05).

Tabela 4.1: Analise de variancia para razéo G.

Causas de variacdo G.L. Soma de quadrados Quadrados médios RazdoF

Tratamento 2 0.0010 0.0005 0.9789
Residuo 18 0.0090 0.0005 Prob>F
Total 20 0.0099 0.0005 0.3948

Pela observacdo da tabela 4, nota-se que nos dois tratamentos os

axonios regenerados estdo dentro do valor G normal (entre 0.6 e 0.7).
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FIGURAS
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Figura 1: Aspecto p6s-cirurgico do enxerto muscular (m.séleo)
tratado com cloridrato de lidocaina a 2%. Observar os
pontos de sutura (setas retas). Aumento : 15x.
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Figura 2: Aspecto do nervo isquiatico regenerado ap6s 50 dias
do enxerto muscular. Observar os pontos de sutura
delimitando a regido do enxerto (setas) e a aderéncia
do nervo aos tecidos vizinhos. Aumento: 15x.
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Figura 3: Caracteristica histolégica do musculo s6leo 24 horas
apds a injegdo do anestésico, obtida a partir de
microscopia de luz. Observar auséncia de contetido
sarcoplasmatico na maioria das fibras (). H.E.
Aumento: 400x.
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Figura 4: Micrografia eletrobnica do nervo isquiatico normal.
Observar axonio mielinico (Ax) e o nucleo da célula de
Schwann (S), grupo de axbnios amielinicos ¥) e
colageno (C). O perineuro também pode ser observado
(seta curta). Tetroxido de 6smio. Aumento: 16.500x.
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Figura 5: Micrografia eletrbnica do nervo isquiatico normal.
Observar célula de Schwann (S) com suas projegdes
citoplasmaticas envolvendo varios axénios amielinicos
(¥). Tetroxido de 6smio. Aumento: 16.500x.
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Figura 6: Micrografia eletrbnica do nervo isquiatico ao nivel do
enxerto de nervo. Observar sinais de degeneracao
(seta) e grupos de axdnios mielinicos (Ax) e amielinicos
(¥). Tetroxido de 6smio. Aumento: 5.900x.
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Figura 7: Micrografia eletrénica do nervo isquiatico regenerado
ao nivel do enxerto muscular. Observar axdnios
mielinicos (Ax) e amielinicos (%) organizados em
fasciculos e axoplasma com neurofilamentos
microtibulos e mitocondrias (k). Tetroxido de ésmio.
Aumento: 7.250x.
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Figura 8: Micrografia eletrénica do coto distal do nervo isquiatico
regenerado a partir de enxerto de nervo. Observar
ax6nios mielinicos (Ax) e nucleos de Schwann (S),
grupos de axdnios amielinicos (¥) e o perineuro
envolvendo o fasciculo (seta curva). Tetroxido de
6smio. Aumento: 7.250x.
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Figura 9: Micrografia eletrénica do coto distal do nervo isquiatico
regenerado a partir do enxerto muscular. Observar
axénios mielinicos (Ax) e nucleo de Schwann (S),
grupo de axdénios amielinicos (*‘) e 0 perineuro
envolvendo o fasciculo (seta inclinada). Tetroxido de
6smio. Aumento: 11.850x.

72



-
> od

Q fg
Es, aO%%ﬁQé%%pﬂ S

s

-

Figura 10: Aspecto histoldgico da regido do enxerto e coto distal nos dois grupos experimentais,
em relagdo ao grupo controle. A: regido do enxerto de musculo; B: coto distal do
grupo de enxerto de musculo; C: regido do enxerto de nervo; D: coto distal do grupo
de enxerto de nervo; E: nervo normal.

Observar a disposig@o das fibras nervosas, o calibre dos axénios e espessuras das
bainhas de mielina. Tetroxido de 6smic. Aumento: 179,4x.
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Figura 11:

Corte transversal do nervo isquiatico normal obtido por
microscopia de luz, mostrando cada axénio contornado interna
e externamente (amarelo) para a realizagdo da analise
morfométrica. Tetroxido de 6smio. Aumento : 575x.
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DISCUSSAO

1. SOBRE O EMPREGO DE ENXERTOS MUSCULARES

. A partir da comprovagdo da viabilidade do uso de autoenxerto de
musculo esquelético preparado com anestésico local no trabalho de SOMAZZ
(1994), estudou-se comparativamente a regeneracdo axonal através de
autoenxerto de lamina basal muscular e autoenxerto de nervo, em busca de
dados morfométricos que permitissem comparar com maior seguranca oS
resultados da regeneracio axonal através do enxerto de musculo tratado por este

método.

A literatura tem mostrado que o método mais comumente empregado &
aquele preconizado por GLASBY et al. (1986a). Contudo novas técnicas vém
sendo desenvolvidas, destacando-se entre elas o aquecimento (HALL & ENVER,
1994; WHITWORTH et al., 1995; LENIHAN et al.,1998a) e o “sandwich’ nervo-

musculo (CALDER & GREEN, 1995).

O emprego de fragmentos de musculo esquelético para o reparo de
lesdo nervosa fundamenta-se nos trabalhos de SANES et al. (1978) e de IDE et
al. (1983), os quais observaram que durante a reinervacdo havia um intenso
brotamento axonal no musculo desnervado. Isso levou-0os a considerar que a

membrana basal da fibra muscular, ou substancias a ela associadas, teriam papel
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fundamental em estimular e direcionar os cones de crescimento para os locais

onde havia jun¢cdes neuromusculares.

O método estabelecido por KEYNES et al. (1984), consiste em
submeter o fragmento muscular a tratamento quimico, pela imersdo deste em
agua destilada a 0°C por 15 minutos, enxaguando-o em uma mistura de cloreto de
célcio a 10 mM e imidazol a 2 mM (pH 7.2), permanecendo embebido nesta
mistura por 2 horas. Em seguida, o fragmento muscular é enxaguado em uma
mistura de cloreto de potassio a 30 mM e tampao Tris a 3 mM (pH 8.2),
permanecendo imerso nesta solugdo durante toda a noite. Logo apds, o
fragmento é transferido para uma solugéo 0,09% de trietanolamina (pH 8.7 a 9.0)
e nela mantida por um periodo entre uma e duas horas em temperatura
ambiente. Entretanto, este procedimento nao é suficiente para a remoc¢ao de todo
o conteudo sarcoplasmatico. Para completar a remocdo, faz-se necessaria a
compressao do musculo entre duas superficies planas. Esse procedimento
permitiu observar o crescimento coaxial das fibras nervosas no interior dos tubos
de membrana basal muscular. Porém, o inconveniente deste método & que
promove um esvaziamento de apenas 50% do mioplasma, além de ser muito
trabalhoso e demorado, o que levou os proprios autores a afirmar a necessidade

de aperfeicoar a técnica de preparo do retalho.

Dois anos mais tarde, GLASBY et al. (1986a) preconizaram um novo

método para a obtencdo do enxerto de lamina basal. Este método consiste em
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mergulhar um fragmento de musculo em nitrogénio liquido e, em seguida,
enxagua-lo em agua destilada estéril. Este procedimento provoca um choque
térmico e osmético do fragmento muscular, separando a fibra muscular de sua
membrana basal, com consequente remo¢do do conteudo sarcoplasmatico e
preservacdo da membrana basal. Atualmente, este € o método mais utilizado, pois
permite observar axénios na porcao distal do nervo. Porém, durante o processo
de congelamento, ocorre retracdo de cerca de 50% do fragmento muscular, além

do que este se torna friavel, o que dificulta realizacdo da sutura.

Considerando estas dificuldades, SOMAZZ (1994) sentiu-se motivado a
estudar a possibilidade de se criar um novo método de confecgdo do enxerto
muscular que fosse menos trabalhoso e que pudesse ser realizado in vivo. Este
pesquisador estudou a possibilidade de se empregar o método de obtengdo do
enxerto através de injecdes de um anestésico local (cloridrato de lidocaina). Esta
idéia baseia-se na semelhang¢a quimica existente entre a membrana basal da

célula de Schwann e aquela das fibras musculares.

2. BASES BIOLOGICAS DA IDEALIZAGAO DO RETALHO A PARTIR DE

INJEGOES DE ANESTESICOS LOCAIS

O método aqui empregado, fundamenta-se no fato de que os

anestésicos locais sdo potentes agentes miotoxicos, capazes de produzir extensa
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e rapida necrose das fibras musculares esqueléticas. Apds os primeiros minutos
da injecdo do anestésico ocorre mionecrose, cuja extensao e intensidade
dependem da concentracdo e do volume de anestésico injetado. O processo de
mionecrose tem inicio com a lesdo do sarcolema, havendo uma entrada subita de
grande quantidade de ions calcio extracelular para o sarcoplasma, o que acarreta
uma hipercontracdo das miofibrilas, com consequente degeneracdo das fibras
musculares. A entrada dos ions calcio deve-se ao fato de que no meio
extracelular sua concentracdo é cerca de 10.000 vezes maior que no

sarcoplasma, onde a concentracdo de calcio livre é de 10"M (FARBER, 1982).

O processo inflamatério inicia-se algumas horas apds a injecéo do
anestésico e segue o padrdo universal das inflamagdes agudas, ou seja, havendo
predominio de neutréfilos e, em seguida, macréfagos. No entanto, a intensidade
da les@o e da resposta inflamatéria sdo dependentes da concentracao e volume
do anestésico, bem como do tipo de anestésico empregado. Apesar destas
variagbes, aceita-se no geral que por volta da sexta hora apés a injecdo, inicia-se
a remog¢ao do material necrético e, em 24 horas, praticamente todo este material &
removido. Trabalhos prévios tém demonstrado que o cloridrato de lidocaina a 2%
também é capaz de provocar esse efeito. Em que pese a intensa mionecrose, a
membrana basal permanece integra (NONAKA et al., 1983). Apds a remogéo do
material necroético, permanece apenas o envoltério de membrana basal das fibras

musculares e fragmentos sarcolemais (FIG.3). Isso permite a obtencéo de tubos
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de membrana basal muscular semelhantes aqueles produzidos pelo método

qguimico de KEYNES et al. (1984) e fisico de GLASBY et al. (1986).

Apesar de contar com as vantagens anteriormente descritas, a
obtengéo do retalho muscular pelo método aqui exposto apresenta um ponto a ser
considerado: trata-se do processo de regeneragdo muscular. A capacidade de
regeneracdo muscular parece estar estreitamente relacionada a sobrevivéncia
das células satélites. Isso tem sido observado depois de lesdes intensas como

aquelas consequentes a fragmentacido do musculo e em transplantes musculares

livres (CARLSON, 1986).

A observacdo da viabilidade ou ndo da célula satélite é dificil de ser
feita, ndo sendo possivel concluir do presente trabalho que as mesmas estao
inviabilizadas. Segundo REGER & CRAIG (1968), a célula satélite é
mononucleada e fusiforme, localizada entre a membrana basal e o sarcolema, do
qual & separada por um espaco de 15-20 nm. MAURO (1979) verificou que sua
localizagdo e aspecto se confundem aqueles dos nucleos das fibras musculares,
o que dificulta a avaliacdo de suas condi¢cbes funcionais até mesmo em
microscopia eletronica. Considerando-se a capacidade de resisténcia das células
satélites, um ponto importante no desenvolvimento desse trabalho foi o de utilizar
dose e concentracido do anestésico que inviabilize a ativacdo das mesmas. Neste
trabalho, nao foi investigada a necrose das células satélites, porém, os resultados

sdo claros no sentido de que, de alguma forma, houve inibicao da acao destas

79



células, o que foi comprovado pela auséncia de regeneracao muscular no local do

enxerto.

SOMAZZ (1994) demonstrou que para o musculo séleo, a dose de
0,1 ml de cloridrato de lidocaina a 2%, permite obter extensa mionecrose com
remocao de praticamente todas as fibras necréticas, num tempo de 24 horas apés
a injecdo do anestésico, sendo que durante este periodo, estava presente no
musculo um infiltrado inflamatério e as antigas fibras musculares estavam

circundadas por ténues estruturas interpretadas como sendo a membrana basal e

restos do sarcolema.

Ficou entdo estabelecido que o método de utilizacdo de anestésico
local promove extensa necrose muscular, garantindo a presenca dos tubos de
membrana basal praticamente “vazios”. Os brotos axonais originarios da porg¢ao
proximal do nervo isquiatico lesado puderam crescer através destes tubos e
atingir a porgao distal. No retalho muscular n&o se observou a presenca de fibras
musculares regeneradas, 0 que permitiu ao autor concluir que, de alguma forma
as células satélites foram impedidas de se diferenciar ou até mesmo sobreviver
apds a acdo do cloridrato de lidocaina a 2% (SOMAZZ, 1994). SANTO NETO et
al. (1998), utilizando este método de preparagéo do enxerto, observaram que
apds 60 dias do implante muscular em nervo isquiatico de ratos, todas as juncdes
neuromusculares estudadas foram reinervadas, uma vez que seus aspectos

ultraestruturais eram compativeis com juncgdes funcionais.
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Baseados nesses resultados, obteve-se enxertos de membrana basal
muscular, utilizando o cloridrato de lidocaina a 2%, por ser um método rapido, que
promove o esvaziamento do sarcoplasma de forma efetiva, através de um
processo inflamatdrio que leva a remocdo in vivo do conteudo sarcoplasmatico.
Em consequéncia da necrose das fibras musculares, este método permite obter

tubos de membrana basal “vazios”.

3. SOBRE A REGENERAGCAO AXONAL

No presente trabalho, a avaliacdo da regido do enxerto mostrou a
presenca de axdnios mielinicos, organizados na forma de minifasciculos, cada um
formado em média por 6 a 12 axénios (FIG.10 — A e C). Resultados semelhantes
foram obtidos por KEYNES et al. (1984) e GLASBY et al. (1986a), que utilizaram

tratamento quimico e fisico, respectivamente, dos enxertos musculares.

A disposicao dos axodnios no interior dos minifasciculos € peculiar de
nervos regenerados, independente do material de enxerto empregado.
GSHMEISSNER et al. (1990) verificaram que uma falha no perineuro ou sua
ruptura parecia fornecer um estimulo para a compartimentalizagdo. Para muitos
autores, a compartimentalizacdo € considerada uma expressdo anatébmica do
mecanismo destinado a restabelecer o ambiente endoneural (MORRIS et al.,

1972; GLASBY, 1990; GSHMEISSNER et al., 1990).
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Observou-se também que no centro do enxerto havia maior nimero de
fibras nervosas em regeneragao, agrupadas em minifasciculos que se dispunham
de forma mais aglomerada em relagédo a periferia do enxerto, onde havia
minifasciculos menores, individuais e mais espacados. Segundo GSHMEISSNER
et al. (1990) e GATTUSO et al. (1988b), o nimero de células e axbénios incluidos
em cada minifasciculo parece ser determinado pela sua posicdo dentro do

enxerto, sendo maior o nimero de minifasciculos no centro do enxerto.

Cada minifasciculo era envolvido por células semelhantes as células
perineurais, dispostas concentricamente ao redor destes. Estas células
perineurais favorecem um ambiente endoneural apropriado, facilitando a
maturacdo das fibras (GATTUSO et al., 1988b), além de fornecer uma barreira de
difusdo entre os espacos extracelular e endoneural (HUXLEY & STAMPFLI, 1951;

SHANTHAVEERAPPA & BOURNE, 1962, 1963, 1968).

Segundo GSHMEISSNER et al. (1990), os axdnios em regeneracio e
suas respectivas células de Schwann se tornam rodeados por uma armacéo
frouxa de finos processos celulares, que em principio se assemelham a
fibroblastos e, em estagios mais tardios, estas células produzem uma membrana
basal, exibindo todas as caracteristicas morfologicas de verdadeiras células
perineurais. A origem destas células é ainda incerta, embora os fibroblastos
endoneurais ou células de Schwann nao diferenciadas sejam seus possiveis

precursores.
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Em trabalho anterior, observou-se que o0 numero de axoénios
regenerados através de enxerto muscular tratado com cloridrato de lidocaina a
2% foi 13.792, enquanto no enxerto nervoso foi 13.592 e no nervo normal, 8.012
(SANTO NETO et al., 1998). O resultado da andlise quantitativa foi compativel
com os achados de SCHMALBRUCH (1986), que obteve uma média de 7469,25
axdnios em nervo isquiatico de ratos Wistar normais e de OLIVEIRA (1993), que
observou uma média de 7782,1 axdnios em nervo isquiatico de animais da mesma
espécie. ANSSELIN & DAVEY (1993), também observaram um numero
semelhante de axdnios no nervo isquiatico normal de ratos (=7000) e no coto
distal do nervo regenerado (=12500). CHAMBERLAIN et al., (1998), encontraram
uma media de =6300 axénios mielinicos no nervo normal e =13000 axdnios no
coto distal, apos autoenxerto de nervo. Esses dados demonstram que a eficacia
da regeneracéo axonal observada a partir de autoenxerto muscular € da mesma

ordem de amplitude daquela observada nos autotransplantes de nervo, realizados

por outros autores.

Apds seccdo de um nervo, os axonios da porgdo proximal originam
varios brotos que crescem no interior dos tubos de membrana basal da célula de
Schwann (IDE et al., 1983; KEYNES et al., 1984; GLASBY, 1990; IDE & KATO,
1990). Desta forma, o numero de axénios na por¢éo distal a les@o & superior em
relacdo a porcdo proximal, apés certo tempo do procedimento cirurgico. Em

trabalhos utilizando tubulizacdo, verifica-se que apdés 3 a 4 semanas, axénios
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amielinicos associados as células de Schwann comeg¢am a invadir o coto distal.
Apés 5 a 6 semanas, verifica-se também axonios mielinicos (FIELDS &

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

A literatura referente a regeneracéo nervosa periférica aponta varios
autores que realizaram estudos quantitativos em diferentes espécies animais e
em nervos distintos. De um modo geral, o fendbmeno de brotamento axonal ocorre,
sendo que apdés o estabelecimento da conexdo com o 6rgdo alvo, ha um
decréscimo no numero de axénios presentes no nervo e os valores finais chegam

a ser inferiores ao controle.

No presente trabalho, avaliou-se o grau de maturacdo das fibras
regeneradas através de analise morfométrica que apontou o diametro dos axbénios
e das fibras nervosas mielinizadas, a espessura de suas bainhas de mielina e a

razéo G.

4. ANALISE MORFOMETRICA

Os pesquisadores sd@o unanimes em afirmar que apds transeccao do
nervo, os didmetros dos axdénios e suas respectivas espessuras de bainha de
mielina nunca sao recuperados em relagdo aos valores normais. Neste trabalho,
notou-se que o didmetro dos axbnios (4.13 um e 4.17 um), para enxerto

de musculo e nervo, respectivamente, e a espessura das bainhas de mielina



(0.65 um e 0.63 um) no coto distal, também sao menores em relagdo aos nervos
controle, onde se observou didmetro axonal médio de 7.83 um e espessura média

das bainhas de mielina de 1.12 pm.

CHAMBERLAIN et al. (1998) observaram que nervos regenerados em
tubos de colageno degradavel e de silicone, apresentavam diametro axonal
menor (2.5 um) e bainhas de mielina mais delgadas apés seis semanas do
implante, apesar de nao terem realizado mensuragcdo da espessura da mielina.
Valores reduzidos para o didmetro dos axonios e das fibras também foram
observados por LENIHAN et al. (1998b), em nervo fibular de éoelhos submetidos
a implante de tubo de vidro biodegradavel e autoenxerto de musculo tratado por
congelamento-descongelamento. Enquanto o nervo normal apresentava diametro
médio das fibras de 9.3 um e dos axdnios de 4.5 um, esses valores diminuiram
para 4.6 um e 1.9 um respectivamente, apos 6 meses do autoenxerto de musculo,
e 3.2 um e 1.1 um respectivamente, apds o implante do tubo de vidro degradavel.
O mesmo ocorreu no trabalho de CALDER & GREEN (1995), que observaram
diametro das fibras entre 8 e 9 uym em nervo isquiadtico de ratos normais,
comparando aos animais que receberam autoenxerto de musculo tratado por
congelamento-descongelamento e sandwich nervo-musculo, onde os diametros

oscilavam entre 4 e 6 um.

Neste trabalho, o diametro médio das fibras nervosas nos animais

controle foi 12,45 um, sendo que nos cotos distais dos animais tratados com
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autoenxerto e musculo foi de 6,74 um e com autoenxerto de nervo foi de
6,72 um. Estes dados estdo de acordo com aqueles obtidos por CALDER &
GREEN (1995), bem como com o trabalho de GATTUSO et al. (1988b), que
submeteram nervos isquiaticos de ratos a autoenxerto de musculo tratado por
congelamento-descongelamento e os compararam a nervos normais, obtendo o
diametro médio das fibras nervosas do grupo controle (7.57 um) e do nervo distal
do grupo tratado (6.27 um), bem como a espessura da bainha de mielina no grupo
controle (1.39 um) e no nervo distal do grupo tratado (1.08 um). Eles verificaram
uma porcentagem de recuperacado da ordem de 83% para o didmetro da fibra e
78% para a espessura da bainha de mielina. Segundo os autores, estes valores
sdo melhores, ou pelo menos semelhantes, aos resultados estabelecidos por
outros autores e, provavelmente, muito superiores aqueles obtidos apés “cabo de
enxerto”. Neste trabalho, a porcentagem de recuperagéo foi de 54,00% para o
diametro da fibra no‘grupo de autoenxerto de nervo e 54,12% no grupo de
autoenxerto de musculo. Quanto & espessura da bainha de mielina, essa
porcentagem foi de 56,85% no grupo de autoenxerto de nervo e 58,14% no grupo
de autoenxerto de musculo. Para avaliar esses dados, nos reportamos ao trabalho
de LE BEAU et al. (1988), que investigaram o diametro das fibras e a espessura
das bainhas de mielina em nervo isquiatico de ratos submetidos a implante de
tubos de silicone aos 42, 56, 70 e 435 dias ap6s o implante. Houve uma evolucgao
progressiva desses valores até atingir 435 dias, ou seja, o didametro médio das

fibras no grupo controle foi 5.13 um, passando para 1.82 um aos 56 dias, 0 que
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corresponde a 35.48% do normal, e 2.39 um aos 435 dias (46.59% do normal).
Para a espessura média das bainhas de mielina houve progressdo semelhante,
sendo 1.55 um no grupo controle, passando para 0.50 um aos 56 dias (32.26% do

normal) e 0.57 um aos 435 dias (36.77% do normal).

Os resultados aqui apontados foram obtidos apds 50 dias do implante
de nervo e musculo. GAT\’USO et al. (1988b), que também trabalharam com
implante muscular, obtiveram os resultados anteriormente citados apés 300 dias
do implante. Esse fato permite considerar que o processo de regeneragdo ainda
esta ativo aos 50 dias e que a maturacdo do nervo regenerado poderia ser maior‘
em tempos de sobrevida maiores. Ainda considerando uma sobrevida de 50 dias,
os dados referentes ao didametro médio das fibras regeneradas através de enxerto
muscular (54.12%) foi superior aguele obtido por LE BEAU et al. (1988), onde o

didmetro das fibras atingiu 35.48% aos 56 dias apo6s implante de silicone.

GUTMANN & SANDERS (1943), afirmaram que a recuperacao dos
diametros normais das fibras nervosas pode ocorrer apos lesdo por compressao,
porém, ap0s transeccido e reparo do nervo, mesmo sob condi¢cdes ideais em
laboratério, a medida exata de maturacdo em relacdo ao didmetro do axdénio e
espessura da bainha de mielina, nunca foi alcancada. Contrariamente, CRAGG &
THOMAS (1964) observaram que mesmo apds compressao, o didmetro da fibra
alcancava apenas 89% dos valores controle, depois de um ano, em coelhos.

SCHRODER (1972) mostrou que apds compresséo, no rato, embora o diametro
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dos axOnios alcancasse os valores controle aos 6 meses apoOs a cirurgia, a

espessura da bainha de mielina era de apenas 79% do valor normal, apés 1 ano.

WATTIG et al. (1992) observaram os efeitos da administracdo de
nucleotideos na regeneracao de nervo isquiatico de ratos submetidos a lesao por
compressao, apo6s 20, 40 e 60 dias. Nos animais do grupo controle, o diametro
meédio das fibras foi de 6.3 um, a espessura das bainhas de mielina foi de 1.34 um
e arazédo G foi 0.341. Nos animais submetidos a compressao e tratamento com
nucleotideos, esses valores foram: 4.1 um, 0.93 um e 0.387, respectivamente.
Eles concluiram que a administracdo de gangliosideos provocou um significativo
aumento no tamanho das fibras e na velocidade de condugao nervosa apo6s 40 e
60 dias da les&o, indicando que o uso de nucleotideos possivelmente representa

uma nova oportunidade para o tratamento de lesbes traumaticas de nervos

periféricos.

Os dados obtidos por WATTIG et al. (1992) séo resultantes de lesdo
por compressao seguida de administracdo de gangliosideos, substancia
reconhecida como facilitadora da regeneracdo nervosa. No entanto, tais
resultados se assemelham aos obtidos neste trabalho, onde além de se ter
realizado secgdo do nervo, ndo se administrou qualquer substancia aceleradora
do processo de regeneracdo, apenas os constituintes naturais da membrana

basal muscular, o que reforga sua importancia nesse processo.
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MACKINNON et al. (1986) também apontam maior namero de fibras
nervosas na regiao do enxerto (13393) e nervo distal (11119), apds enxerto de
nervo em ratos, destacando 0o aumento do niimero de fibras em relacdo ao nervo
normal (7740) e a diminuicdo do diametro das fibras ( = 3.5 um) quando

comparado ao nervo normal ( = 6.4 um).

Apesar da avaliagéo comparativa dos resultados obtidos neste trabalho
em relagdo aqueles verificados em diferentes formas de enxerto, ou seja,
tubulizac@o, autoenxerto de nervo, sandwich nervo-musculo e autoenxerto de
musculo, o que parece mais importante aqui € a comparagdo com resultados de
trabalhos onde se utilizou musculo esquelético como enxerto para o reparo
nervoso. Nesse sentido, verificou-se que os resultados de CALDER & GREEN
(1995), que utilizaram autoenxerto de musculo tratado por congelamento-
descongelamento em gap de 1 cm em nervo isquidtico de ratos e realizaram
andlise morfométrica 40 semanas apos o implante, sdo semelhantes aos obtidos
qguando se utilizou autoenxerto de musculo tratado com anestésico local, 50 dias

apoés o implante.

Parece haver consenso de que a diminuicdo do calibre do axénio no
nervo regenerado € acompanhada da diminuigcdo da espessura da bainha de
mielina. Esse fato encontra respaldo na forte correlacéo entre o calibre do axénio

e espessura da bainha de mielina, ja comprovada cientificamente por FRIEDE &
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SAMORAJSKI, 1967; WILLIAMS & WENDELL-SMITH, 1971; HILDEBRAND &

HAHN, 1978; FRAHER, 1989, 1992.

FRAHER & DOCKERY (1998) afirmam que o axdnio controla
continuamente a espessura da bainha de mielina durante o desenvolvimento,
sendo que um axonio de determinado calibre tende a ser envolvido por uma
bainha de mielina com espessura especifica. Porém, FRAHER, em 1989 e 1992,
afirma que a relagcdo axdnio-mielina pode diferir consideravelmente entre nervos,
mesmo quando estes sdo de tipos semelhantes; entre diferentes niveis ao longo
do mesmo nervo; ou no mesmo nervo, em diferentes locais. Esta variabilidade
argumenta contra uma associagcao quantitativa rigida e universal entre o tamanho

do axénio e a espessura da bainha de mielina.

Neste trabalho, o objetivo foi comparar se a diminui¢cdo do didmetro do
axonio e da espessura da bainha de mielina observada nos nervos regenerados
através do enxerto muscular era semelhante aquela vista nos nervos regenerados
através de enxerto nervoso, além de reafirmar a eficacia do método empregado

para o preparo do enxerto muscular.

A reducéo do calibre axonal € um fendmeno observado em todos os
casos de regeneracdo axonal. Acredita-se que este fato esteja parciaimente
associado a privacao de conexdes terminais durante o processo regenerativo

(GUTMANN & SANDERS, 1943, SANDERS & YOUNG, 1946), apud ANSSELIN et
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al. (1997), além de outros fatores, como a colagenizagdo aumentada, retracao

endoneural e efeitos tardios sobre o corpo celular (BOWE et al., 1989).

A razao G, definida como resultado da divisdo do diametro do axonio
pelo diametro total da fibra nervosa, € um parametro que esta estreitamente
relacionado a velocidade de condugdo de impulsos nervosos através do nervo.
Para uma velocidade de conduc¢éo ideal, a maioria dos axénios mielinizados deve
ter uma razédo G entre 0.6 e 0.7. Valores G altos indicam que o axonio esta
fracamente mielinizado, enquanto valores G baixos indicam axénios densamente

mielinizados (ANSSELIN et al., 1997).

Apesar de ndo ter sido realizada analise eletrofisioldégica neste
trabalho, a razdo G observada nos dois grupos tratados sugere que a velocidade
de conducg@o nervosa teria sido recuperada para ambos os grupos. Esse achado
reforca a idéia de que o ambiente de regeneragao através do enxerto muscular foi

semelhante aqueie fornecido por enxertos nervosos.

Os resultados aqui obtidos apontam a eficiéncia do método de
tratamento do enxerto muscular utilizando o cloridrato de lidocaina a 2%, uma vez
gue nado ha diferenca significativa entre o didmetro dos axénios (4.13 um /
4.17 um), didmetro das fibras nervosas (6.74 um / 6.72 um) e espessura das
bainhas de mielina (0.65 um / 0.63 um) nos cotos distais dos grupos submetidos a

autoenxerto de musculo e autoenxerto de nervo, respectivamente.
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E oportuno considerar-se algumas vantagens da utilizacdo do enxerto
muscular em relagcdo ao enxerto de nervo, destacando a organiza¢éo da lamina
basal muscular, com uma série de tubos paralelos envolvendo individualmente
cada fibra muscular. Essa lamina basal, além de apresentar semelhancgas
quimicas com a lamina basal das células de Schwann, fornece uma grande area
de superficie através da qual os cones de crescimento podem migrar no sentido
do maior eixo dos tubos, cujo didmetro normalmente € maior que o das fibras
nervosas mais calibrosas de um nervo periférico (IDE et al., 1983; IDE, 1984,
TOHYAMA & IDE, 1984; TOHYAMA, 1985; GLASBY, 1990). Essa estrutura
muscular facilitaria o crescimento axonal, ndo havendo necessidade, como ocorre
nos enxertos de nervo, de se construir “cabos de enxerto” para abranger todo o

diametro do nervo lesado, o que aumenta a infiltracdo de tecido conjuntivo.

Quanto a forma de tratamento empregado para a desnaturacdo do
musculo, o uso de cloridrato de lidocaina a 2% ainda aponta vantagens em
relagdo aos demais métodos, por promover necrose rapida e eficiente do
musculo, poupa-lo de retracdo e manter o estado fisico do retalho muscular, o que
permite a realizagdo das suturas sem dificuldades e evita excesso de
cicatrizagdo. Além disso, € considerado um método simples e rapido, que provoca

necrose muscular in vivo, minimizando os riscos de contaminagao.

Os resuitados morfométricos obtidos neste trabalho vém confirmar a

aplicabilidade do método de tratamento do enxerto muscular a partir de injecéo de
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cloridrato de lidocaina a 2%, reafirmando-o como mais uma alternativa para o

reparo de lesdes nervosas periféricas.
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CONCLUSAO

Os parametros morfométricos aplicados para a avaliagdo da maturagdo
axonal indicam que a utilizagdo de autoenxerto de musculo esquelético tratado
com cloridrato de lidocaina a 2% produz resultados semelhantes aqueles obtidos
a partir de autoenxerto de nervo, reafirmando a eficacia deste método de

tratamento do enxerto muscular para o reparo nervoso.
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