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Resumo

A axotomia periférica ¢ uma lesdo que resulta na perda de continuidade do nervo lesado.
No sentido de repara-la, foram desenvolvidas diversas técnicas, entre elas o autoenxerto e a
tubulizacdo com proteses de polietileno e biorreabsorviveis. Esta ultima tem a vantagem de ser
confeccionada com a dimensao e forma desejada, sustentar o processo regenerativo, orientando o
brotamento axonal e sofrer degradagao de acordo com tempo de implantagdo. Apesar da grande
capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico, ha a dependéncia da expressdo correta de
fatores de crescimento e rearranjo dos componentes da matriz extracelular pelas células de
Schwann. Um dos componentes presentes na matriz extracelular, o coldgeno, pode ser produzido
com organizagao supramolecular e ser utilizado no preenchimento de préteses biorreabsorviveis.
Devido as caracteristicas positivas das proteses reabsorviveis, a importancia das células de
Schwann e do coladgeno, o objetivo do presente estudo foi investigar in vitro e in vivo a influéncia
do colageno com organizagdo supramolecular em relagdo a regeneracdo nervosa periférica
fazendo uso das técnicas de cultura purificada de células de Schwann e tubulizagdo do nervo
isquiatico. No estudo in vitro foram cultivadas células de Schwann sobre o coldgeno com
organizag¢do supramolecular, sendo estas avaliadas através da imunocitoquimica e microscopia
eletronica de varredura. Os resultados revelaram uma cultura celular com alto grau de pureza,
observados pela intensa marcagdo com o anticorpo anti-S-100. Além disso, observou-se que a
concentracdo de células de Schwann foi menor no grupo com o coldgeno com organizacao
supramolecular, apesar das células de Schwann terem mantido a expressdo de componentes da
lamina basal, bem como alterado sua morfologia para se ajustar na superficie do substrato. Para o
estudo in vivo, foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, fémeas ¢ adultas divididas
em 4 grupos: /) TP — animais em que foi utilizada a proétese tubular de polietileno vazia (n=7); 2)
TPCL — animais em que foi utilizada a protese tubular constituida de poli caprolactona (PCL)
vazia (n=5); 3) TPCLF — animais em que foi utilizada a prétese tubular constituida de poli
caprolactona (PCL) preenchida com um implante de colageno com organizagdo supramolecular
(n=7); 4) AE — animais que receberam autoenxerto de nervo periférico (n=5). Os resultados in
vivo foram estudados através da quantificacdo das fibras regeneradas, morfometria dos nervos
regenerados e microscopia eletronica de transmissdo 60 dias pos-cirurgico. Além disso, o estudo

in vivo incluiu analises de imunoistoquimica e microscopia de polarizagao 60 dias pds-cirargicos
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onde, os espécimes utilizados foram divididos em 3 grupos: /) normal — foram utilizados nervos
isquidticos normais (n=3); 2) TPCL — animais no qual foram utilizados a protese tubular
constituida de poli caprolactona (PCL) vazia (n=3); 3) TPCLF — animais no qual foram
utilizados a protese tubular constituida de poli caprolactona (PCL) preenchida com um implante
de colageno com organizacdo supramolecular (n=3). Observaram-se, na quantificacdo dos
axonios, valores significativamente maiores para o grupo AE em relagdo aos outros grupos.
Também se destacam valores superiores observados nos grupos TPCL e TPCLF comparados ao
grupo TP. Quanto a morfometria, merecem énfase os valores obtidos na espessura da bainha de
mielina que exibiu diferencas estatisticamente significativas, demonstrando melhor
comportamento das células de Schwann na regeneragdo nervosa periférica para o grupo TPCLF.
Os dados de microscopia eletronica de transmissao e microscopia de polarizagdo nos permitem
considerar que a organizagdo geral do nervo e do microambiente apresentou um padrdo com
analogia voltado ao nervo isquidtico ileso. Ainda, os resultados referentes a imunoistoquimica,
utilizando como marcador o anticorpo anti-p75SNTR, demonstraram que as células de Schwann
estavam mais reativas durante o processo regenerativo no grupo TPCLF comparado aos grupos
TPCL e nervo isquiatico ileso. Em conjunto, os resultados do presente estudo indicaram que o
implante de coldgeno com organiza¢ao supramolecular influenciou/estimulou significativamente

o comportamento das células de Schwann tanto in vitro como in vivo.
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Abstract

The present study investigated in vitro and in vivo the influence of naturally
supraorganized collagen on the peripheral nerve regeneration. In the in vitro study, Schwann
cells (SCs) were seeded on naturally supraorganized collagen membranes and evaluated with
immunocytochemistry and scanning electron microscopy. The results revealed that SCs kept the
expression of basal lamina components and adjusted their morphology to populate the membrane
surface. For the in vivo study, adult female Sprague Dawley rats were divided into 4 groups: /)
TP — animals that received an empty polyethylene tube (n=7); 2) TPCL — animals that received
an empty polycaprolactone (PCL) tube (n=5); 3) TPCLF — animals in which a polycaprolactone
(PCL) tube filled with a naturally supraorganized collagen fragment was used (n=7); 4) AE —
animals in which the nerve repair was carried out with an autologous nerve graft (n=5). The in
vivo results were examined by counting of myelinated axons, morphometrical analysis of
regenerated fibers and transmission electron microscopy, 60 days after surgery. Moreover, the in
vivo study included immunohistochemical analysis and polarization microscopy. In this case, the
specimens were obtained from one of 3 groups: /) normal — normal sciatic nerves (n=3); 2)
TPCL — animals that received an empty polycaprolactone (PCL) tube (n=3); 3) TPCLF — animals
in which the nerve repair was carried out with a polycaprolactone (PCL) tube filled with a
naturally supraorganized collagen fragment (n=3). The counting of myelinated axons provided
significantly higher values in the AE group as compared to the other groups. Also, TPCL and
TPCLF groups displayed higher values when compared to TP group. Regarding the
morphometrical analysis, myelin thickness was greater in TPCLF group, indicating a better SC
response during the regeneration process. The data regarding transmission electron microscopy
and polarization microscopy indicates that TPCLF group achieved a better reorganization of the
regenerated nerve microenvironment, resembling the normal nerve morphology. The
immunohistochemical results were reinforced by the anti-p75NTR labeling, that demonstrated
more active SC in the TPCLF group. The present results indicate that the use of naturally
supraorganized collagen positively influenced/stimulated peripheral nerve regeneration possibly

by increasing the activity of SC inside the prosthesis.
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Introducado
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1.1 Composigdo do nervo espinhal

O nervo espinhal apresenta como componentes celulares as células perineurais,
fibroblastos, macréfagos e especialmente as células de Schwann as quais envolvem os axonios
formando a bainha de mielina (Garbay et al., 2000; Schimdt & Leach, 2003). Os axonios sdo
projecdes dos neurdnios motores presentes na coluna anterior da medula espinhal e neuronios
sensitivos localizados no ganglio espinhal (sensitivo). Estes podem ser mielinicos ou amielinicos
e ambos sdo capazes de propagar impulsos elétricos a longas distancias. Nos axdnios mielinicos,
as c€lulas de Schwann formam em seu redor uma estrutura tubular com multiplas camadas
denominada bainha de mielina. As células de Schwann sdo separadas umas das outras, ao longo
dos axonios, por intervalos destituidos de mielina e parcialmente cobertos por digitagdes laterais
do seu citoplasma, denominados nédulos de Ranvier (Ladon & Hall, 1976; Peters et al., 1976).

Os axbnios amielinicos apresentam um tipo especial de relacdo com as células de
Schwann. Uma tnica célula de Schwann, através de projecdes citoplasmaticas, envolve total ou
parcialmente cerca de 5 a 25 ax0nios, ndo havendo a formagdo da bainha de mielina. Como
resultado, estes axonios encontram-se individualmente alocados no interior de sulcos ou canais
formados pelas projegdes do citoplasma das células de Schwann (Peters et al., 1976).

A bainha de mielina ¢ formada pela diferenciacdo da membrana plasmatica das células de
Schwann. Apresenta em sua composicdo grande concentracdo de lipidios como o colesterol,
fosfoglicerideos, esfingomielina, glangliosideos e acidos oléicos. Contudo, também apresenta
proteinas como a proteina zero (P0), proteina mielinica periférica 22 (PMP22), glicoproteina
associada a mielina (GAM), proteina basica de mielina (PBM), proteina P2, entre outras (Garbay
et al., 2000). Devido a sua constituicdo altamente lipidica, esta atua como um isolante elétrico do

axonio permitindo a rapida propaga¢do do impulso nervoso ao 6rgao alvo.
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Além disso, a bainha de mielina possui uma ordenacdo molecular que exibe
birrefringéncia intrinseca. As caudas hidrofobicas dos lipidios empilham-se em camadas
ordenadas com interagdes, de tal forma que apresentam caracteristicas de cristal liquido do tipo
esmético. Este arranjo confere a bainha de mielina birrefringéncia negativa com respeito ao
longo eixo do axonio. A remocdo dos lipidios dos axonios revela a presenca de birrefringéncia
positiva devido a presenga de proteinas estruturais na mielina e dos neurofilamentos (tubulina)

dos axonios (Vidal et al., 1980).

1.2 Bainhas conjuntivas do nervo espinhal

O axonio, juntamente com a bainha de mielina, denomina-se fibra nervosa. O conjunto de
fibras nervosas ¢ envolvido por trés camadas de tecido conjuntivo as quais, juntamente com os
componentes da matriz extracelular, entram na composicdo do nervo. A camada mais externa ¢
chamada de epineuro, formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, possui fibras de
colageno tipo I, fibroblastos e vasos sangiiineos em sua constituicdo. A camada subjacente ¢
denominada perineuro, encontram-se as células pavimentosas, (isto €, fibroblastos e células
perineurais) unidas fortemente por jungdes de adesdo, havendo presenca de coldgeno I e III, os
quais se dispdem concentricamente em relacdo aos grupos de axonios originando os fasciculos.
Esta camada ¢ importante na manutencdo da homeostase do nervo, pois, atua como barreira
seletiva ao transito de substancias com alto peso molecular (Lundbrog, 1993).

A camada mais interna de tecido conjuntivo ¢ denominada endoneuro. Contém axonios
mielinicos envolvidos pela bainha de mielina e axonios amielinicos, envolvidos pelas projecdes
citoplasmaticas das células de Schwann e fibras de colageno tipo III orientadas

longitudinalmente em relagdo ao eixo do axdnio. Nesse tecido conjuntivo podem residir
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macrofagos, poucos fibroblastos dispersos e, eventualmente, mastécitos (Lundborg, 1993;

Schimdt & Leach, 2003).

1.3 Lesao nervosa periférica

Devido a trajetos superficiais dos nervos periféricos em algumas partes do corpo, esses
estdo sujeitos a varios tipos de lesdes, como por exemplo, o esmagamento ¢ a transecgao.
(Sunderland, 1990; Lundborg, 1993; Schimdt & Leach, 2003). Dentre as varias lesdes que
podem acometer no sistema nervoso periférico, a mais severa ¢ a transec¢cdo completa de um
nervo (axotomia). Neste caso, ha perda da continuidade do nervo e sua retracdo, de forma que
este passa a apresentar um coto proximal e um coto distal (Sunderland, 1990; Lundborg, 1993;
Terenghi, 1999; Schimdt & Leach, 2003).

Apbs a transeccdo nervosa, do coto proximal ocorre o vazamento do material
axoplasmatico em virtude do rompimento da membrana celular destes axonios, os corpos
celulares dos neuronios lesados entram em cromatodlise, tendo seus niicleos deslocados para a
periferia do corpo celular do neurdnio (Terenghi, 1999; Zochodne, 2000).

No coto distal desenvolve-se um processo degenerativo descrito em 1850 por Waller,
sendo denominado degeneracdo Walleriana (Waller, 1850). Durante esse processo ocorre a
fragmentacdo da bainha de mielina dos axo6nios lesados (Lunn et al., 1990). Concomitantemente,
ocorre o recrutamento dos macrofagos em direcdo ao local da lesdo, bem como a multiplicacao
das células de Schwann. Ambos os tipos celulares atuam na fagocitose dos fragmentos de
mielina e de neurofilamento dos axénios em degeneragdo (Sunderland, 1990; Ide, 1996; Bruck,

1997; Cheng & Zochodne, 2002; Stoll et al., 2002; Schimdt & Leach, 2003), criando assim, um
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microambiente favordvel ao crescimento e orientagdo axonal em direcdo ao o6rgdo alvo,

fundamental ao sucesso do processo regenerativo (Frisen, 1997; Zochodne, 2000).

1.4 Envolvimento das células de Schwann no processo regenerativo

As células de Schwann sdo vitais durante o processo de degeneragdo Walleriana, além
disso, ddo suporte ao crescimento axonal, servindo como interface entre os axonios e a matriz
extracelular (Ide, 1996). Elas expressam vdérias integrinas (entre elas a alfl, a2pl, a6fp1),
receptores de membrana importantes para a interagdo dessas células com moléculas da matriz
extracelular (Milner et al., 1997). Realizam a mielinizacdo dos axonios em brotamento e provém
um substrato rico para o crescimento axonal, pois sintetizam varios fatores de crescimento, como
o fator neurotrofico de crescimento do nervo (NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), entre outros, fundamentais ao desenvolvimento, manutenc¢do e regeneragdo das células
nervosas (Jessen & Mirsky, 1999; Garbay et al., 2000; Zochodne, 2000; Schimdt & Leach,
2003).

Apods a Degeneragdo Walleriana, as células de Schwann organizam-se em colunas
celulares semelhantes a tubos, as Bandas de Biingner, que induzem e orientam o crescimento
axonal em dire¢do ao orgdo alvo através da sintese de moléculas neurotréficas (Salonem et al.,
1987; Abernithy et al., 1994; Frisen, 1997). A auséncia da formagdo das Bandas de Biingner
pelas células de Schwann no coto distal dificulta grandemente a regeneracdo axonal,
normalmente resultando na formag¢ao de neuromas (Salonem et al., 1987).

Quando as células de Schwann foram utilizadas no modelo da tubulizagdo, demonstrou-
se que essas células participavam efetivamente do processo regenerativo, corroborando ainda

mais para os estudos de lesdo nervosa (Abernithy er al., 1994; Madison & Archibald, 1994).
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Além disso, o emprego das células de Schwann para o preenchimento de tubos confeccionados a
partir de biomateriais como o poli (acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA) e poli (r-acido
lactico) (PLLA), contribuiu positivamente e acelerou ainda mais o processo regenerativo (Evans

et al., 2002; Schlosshauer et al., 2003).

1.5 Reparacgdo do nervo periférico

A regeneracdo do sistema nervoso periférico ¢ considerada um fendmeno altamente
complexo, o qual resulta em uma sucessdo de eventos expressa de forma cronoldgica e
sincronizada, visando o reajuste do microambiente do nervo lesado (Ide, 1996). Este sistema ¢
dotado de grande potencial regenerativo ap6s uma lesdo, contudo, tal capacidade, ¢ altamente
dependente da correta expressao temporal dos diversos fatores de crescimento e componentes da
matriz extracelular, bem como da intera¢do entre os axonios em regeneracao com as células nao
neuronais presentes no nervo (Barnes, 1985; Ide, 1996).

Apesar da grande capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico (Ide, 1996), ha
casos onde a extensdo da lesdo impossibilita a reconexdo entre os cotos. Nesse intuito, varios
tecidos tais como os 0ssos, fascias, tenddes, musculos estriados esqueléticos e vasos sangiiineos
foram utilizados experimentalmente no reparo do nervo periférico. Tecidos ndo-autdlogos, de
outros doadores (aloenxertos), e at¢é mesmo de outras espécies (xenoenxertos) foram utilizados
experimentalmente, porem hd a desvantagem de reacdo imune do receptor (Barker & Widner
2004; Wennersten et al., 2006). Comprovadamente, o autoenxerto de nervos cutaneos (e.g. nervo
cutaneo sural ou safeno) resulta em uma melhor recuperagdo motora e sensitiva. O autoenxerto
(autogeno) apresenta caracteristicas de biocompatibilidade, promove a adesdo e migracao

celular. Entretanto, ha a necessidade de remocao de tecido nervoso do paciente para o implante
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(Fields et al., 1989; Yannas & Hill, 2004), resultando na perda de sensibilidade da area do nervo
retirado para o transplante.

Outras técnicas para o reparo do nervo periférico sdo utilizadas nos casos de lesdes
periféricas, como a sutura das bainhas conjuntivas (neurorrafia) e a tubulizagdo (Fields et al.,
1989; Lundborg et al., 1994; Lundborg et al., 2004; Oliveira et al., 2004).

A tubulizagdo ¢ uma técnica de reparo realizada quando a distdncia que separa os dois
cotos nao excede alguns milimetros (em modelos experimentais). O processo da tubulizacdo
consta de uma protese tubular (e.g. silicone ou polietileno) onde os cotos proximal e distal sdo
introduzidos e fixados através de pontos cirurgicos em suas extremidades, permitindo o
realinhamento dos cotos (Fields et al., 1989, Lundborg et al., 1994; Labrador et al, 1995;
Lundborg et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Pierucci et al., 2004).

A regeneracdo através de uma protese tubular depende da formagao prévia de um vinculo
ndo celular que conecta os dois cotos. Esta conexdo consiste de uma matriz de fibrina que
fornece um substrato inicial para migracdo de células ndo neuronais (fibroblastos, células
endoteliais e células de Schwann). A matriz de fibrina ¢ posteriormente degradada por
mecanismos enddgenos e substituida por fibras de coldgeno orientadas longitudinalmente que
servirdo como substrato para brotos de regeneragdo do coto proximal (Ceballos et al., 1999;
Oliveira et al., 2004).

Os objetivos da técnica de tubulizagdo sdo criar um ambiente favordvel a regeneracao,
orientar o crescimento das fibras em direcdo ao coto distal, proteger as fibras nervosas do tecido
cicatricial e evitar a formacdo de neuromas. Além disso, possibilita o emprego de moléculas da
matriz extracelular (e.g. coldgeno, fibronectina, laminina), células fundamentais para o processo

regenerativo (e.g. células de Schwann), e fatores neurotréficos para o preenchimento do tubo a
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fim de aumentar a eficiéncia do processo regenerativo (Fields et al., 1989; Labrador et al., 1998;
Rodrigues et al., 2000; Bloch et al., 2001; Schimdt & Leach, 2003; da Silva et al., 2003; Oliveira
et al., 2004; Pierucci et al.,2004; Alluin et. al., 2008). Neste sentido, quando utilizadas as células
de Schwann no modelo da tubulizagdo, demonstrou-se uma melhora significativa do processo
regenerativo (Abernethy et al., 1994; Madison & Archibald, 1994).

E importante ressaltar que a técnica da tubulizagdo apresenta algumas desvantagens. Uma
delas ¢ a elevacdo gradativa da pressdo no interior da prétese, a medida que o nervo regenerado
aumenta em espessura. Como resultado, dificulta-se a vascularizacdo, o que resulta em
degeneragdo axonal secundéria (Fields et al., 1989). Dessa forma, em muitos casos, torna-se
obrigatdria a realizagdo de uma nova intervengdo cirdrgica para a retirada do tubo. Outro fator
limitante dessa técnica ¢ a distdncia maxima entre os cotos, que ndo pode ser superior a alguns
milimetros (Buti et al., 1996, Schimdt & Leach, 2003; da Silva et al., 2003; Oliveira et al., 2004,

Yannas & Hill, 2004).

1.6 Biomateriais

A busca por materiais biocompativeis e reabsorvieis (biomateriais) para reparo do nervo
periférico e o emprego de estratégias capazes de minimizar os pontos negativos da tubulizagdo e
do autoenxerto, vem se tornando um campo de estudo amplo nesses tltimos anos (Sundback et
al., 2003).

A confeccdo de proteses a partir de biopolimeros para a tubulizacdo tem énfase na
substituicdo do enxerto autdgeno de nervos cutaneos, evitando-se a perda da sensibilidade da
area cujo nervo seria retirado para implante e a formagdo de neuromas dolorosos (Aldini et al.,

1996; Evans et al., 1999).
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Vérios materiais sintéticos biorreabsorviveis tém sido pesquisados através do modelo da
tubulizacdo. Dentre esse grupo podemos destacar o poli (4cido glicélico) (PGA), poli (acido
latico) (PLA), poli (4cido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA) e poli caprolactona (PCL), os quais
demonstraram efeitos positivos em varios ensaios (Evans et al., 2002, Schimdt & Leach, 2003;
Schlosshauer et al., 2003; Yannas & Hill, 2004). Os biomateriais apresentam propriedades
fisicas e quimicas de grande interesse no campo da reconstitui¢do nervosa periférica, tais como o
tempo de degradacdo, porosidade, biocompatibilidade, esterilidade, resisténcia e, além disso,
podem ser confeccionados com as mais variadas formas e dimensdes (e.g. didmetro,
comprimento) (Evans, et al., 2002; Schimdt & Leach, 2003). Mas a grande vantagem desses
polimeros estd na sua forma de degradacdo, que ocorre por hidrélise de suas ligacdes ésteres,
sendo os produtos resultantes da degradagcdo completamente absorvidos pelo organismo (Rezwan
et al.; 2006).

Baseando-se na literatura, os resultados mais significativos utilizando tubos
biodegradaveis foram obtidos a partir de poli caprolactona (PCL), poli (4cido glicolico) (PGA),
poli (&cido lactico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli (- acido latico) (PLLA). Estes materiais
obtiveram resultados equivalentes aos da pratica do autoenxerto, tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, quando combinados com outros elementos como células de Schwann, fatores
neurotroficos (e.g. fator de crescimento do nervo [NGF], fator neurotrofico derivado do cérebro
[BDNF] e fator-beta de transformacgao do crescimento [TGFf] e moléculas da matriz extracelular
(e.g. colageno, laminina e fibronectina). As combinagdes propiciaram uma melhora na resposta
funcional refletindo em um nimero significativo de axdnios regenerados proéximo aos valores do
nervo nao lesionado, além de manter a viabilidade celular in vitro (Aldini et al., 1996; Pereira

Lopes et al., 1996; Evans et al., 2002; Hadlock et al., 2000; Bryan et al., 2003; Koshimune et al.,
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2003; Navarro et al., 2003; Schlosshauer et al., 2003; Galla et al., 2004; Komiyama et al. 2004;
Pierucci et al., 2008).

Viérios autores, entre eles Gilchrist (1998), Lenihan (1998) e Bunting (2005), sugerem
que os biomaterias poderiam vir a receber diferentes tipos celulares (e.g. células-tronco
mesenquimais, células de Schwann) e substancias com atividade bioldgica comprovada, como
fatores de crescimento celulares (fatores neurotréficos) encapsulados e com liberagdo controlada
integrados ao polimero para melhora da eficacia do processo regenerativo.

As células-tronco mesenquimais tém a habilidade de se diferenciarem em células de
origem mesenquimal ou epitelial (tais como células endoteliais, musculares estriadas
esqueléticas, cardiomidcitos e hepatocitos). Por isso estdo sendo usadas em modelos de
regeneragdo de tecido. Células-tronco mesenquimais usadas no modelo de tubulizagdo para
avaliar a regenera¢do nervosa periférica forneceram um ambiente adequado e favoravel para
crescimento e mielinizagdo, aumentando o nimero de fibras mielinizadas e a espessura da bainha
de mielina bem como provocaram uma recupera¢do funcional mais rapida nos animais que

receberam estas células (Pereira Lopes et al., 2006).

1.7 Matriz extracelular

A capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico ¢ altamente dependente da
correta expressdo temporal dos diversos fatores de crescimento e componentes da matriz
extracelular. A matriz extracelular pode ser definida como sendo um substrato extracelular que
permite a migragdo, proliferagdo e diferenciagdo celular in vivo e possui uma composicio
complexa com grande variedade de moléculas que sdo adequadas para suportar o processo

celular necessario para a fun¢do 6tima de tecidos e orgdos. Dentre as moléculas, o coldgeno, a
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fibronectina e laminina sdo fundamentais para a viabilidade e organizacdo celular durante o
brotamento e crescimento axonal do coto proximal em direcdo ao 6rgdo alvo (Rutka et al. 1988;
Sunderland, 1990; Ide, 1996; Timpl & Brown 1996; Badylak ez. al., 2009).

O colageno, a fibronectina e a laminina sdo ativamente produzidas pelas células de
Schwann e influenciam fortemente na sua adesdo, crescimento, diferenciacdo e regulacdo do
elongamento axonal durante o desenvolvimento e ap6s uma lesdo (Chernousov & Carey, 2000).

Um dos principais componentes da matriz extracelular sdo as lamininas, essas sdo
caracterizadas como sendo glicoproteinas formadas por trés cadeias de polipeptidios a, e v.
Podemos encontrar 5 tipos de cadeia a, 4 tipos de cadeia e 3 tipos de cadeia y, com peso
molecular de aproximadamente 800kDa. As diferentes cadeias combinam-se para formar até 14
isoformas diferentes de lamininas, como por exemplo, a laminina I que ¢ formada por alfB1yl.
Sdo importantes na membrana basal por atuarem na ligacdo entre as células e moléculas de
coldgeno (Rutka et al. 1988).

Para confirmar os efeitos positivos destas moléculas da matriz extracelular, trabalhos
empregando o substrato de matrigel, composto por laminina e coldgeno tipo IV, mostraram a
eficiéncia destas no crescimento axonal, aumentando o niimero de axdnios regenerados (Tonge
etal., 1997).

O colageno constitui-se de uma glicoproteina representada por 11 isoformas diferentes. O
coladgeno tipo I ¢ encontrado na pele, ossos e tecido conjuntivo. J4 o colageno tipo II esta
presente somente nas cartilagens. O colageno tipo III aparece nos vasos sangiiineos, pele, tecido
conjuntivo do nervo, pulmdo e intestino. E o coldgeno tipo IV é encontrado especialmente na

membrana basal das células de Schwann (Rutka et al. 1988).
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Cada molécula de colageno ¢ formada por 3 polipeptideos de cadeia a em tripla hélice,
com peso molecular de aproximadamente 95kDa. Cada tipo de colageno apresenta cadeias o com
uma seqiiéncia de aminoacidos especifica. Por exemplo, o colageno tipo I ¢ formado por duas
cadeias ol idénticas e por uma cadeia a2. Por outro lado, a estrutura do colageno tipo IV ¢
caracterizada por 3 dominios: o N-terminal 7S, um C-terminal globular (NC1) e a parte central
da tripla hélice com pequenas interrupgdes na repeti¢ao de glicina-X-Y, resultando em uma tripla
hélice flexivel. As posicdes X e Y sdo freqiientemente ocupadas por prolina e hidoxiprolina
(Rutka er al. 1988; Gelse et al. 2003).

Trabalhos in vitro utilizando coldgeno associado ou nao a glicosaminoglicanos obtiveram
efeitos positivos sobre a migracdo, proliferacdo e a viabilidade dos componentes celulares nao
neurais (Santos et al., 2000; Spilker et al., 2001). A confec¢dao de tubos a partir de coldgeno
preenchida com elementos da matriz extracelular demonstrou efeitos promissores na regeneragao
axonal (Keilhoff et al., 2003). Implantes bioldgicos compostos de matriz extracelular também
obtiveram resultados positivos em testes experimentais, estimulando a angiogenese e causando
proliferacdo, migragdo e diferenciacdo celular (Badylak ez al., 2009).

Estes implantes bioldgicos compostos de matriz extracelular sdo fabricados visando
facilitar a reconstrucdo de tecidos organicos. A matriz extracelular dos implantes ¢ adquirida de
uma variedade de tecidos, incluindo valvas do coragdo, vasos sanguineos, pele, nervos, musculo
estriado esquelético, tenddes, ligamentos, submucosa intestinal, bexiga urindria e figado
(Badylak et al., 2009). Estes produtos podem ser elaborados de diversas formas com varios
locais de aplicagdao. Uma camada hidratada pode ser usada como um material de suporte direto.
Viarias camadas hidratadas podem ser prensadas e formar um implante com multicamadas. A

camada hidratada pode ser também liofilizada e, em seguida, ser fragmentada para formar um
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material de configuracdo inespecifica. O material fragmentado pode ser digerido
enzimaticamente para formar uma substancia liquida que, repolimerizada torna-se um gel ou até
misturada com um polimero sintético para fazer um implante hibrido (Badylak et al., 2009).

Os implantes bioldgicos sdo freqlientemente desidratados por liofilizagdo ou por vacuo. A
liofilizacdo ¢ um processo pelo qual a dgua é removida do material por sublimacdo por baixa
temperatura e pressio. E normalmente utilizada para preservar tecidos de enxertos bioldgicos,
tais como ossos e tenddes. A liofilizagdo pode significar diminui¢do do suporte bioldgico em
aproximadamente 30%, resultando em uma morfologia mais compacta (Badylak et al., 2009).

As relagdes estruturais e funcionais de implantes bioldgicos incluem o entendimento da
arquitetura tridimensional do material biologico, a composicdo biomecanica de tais materiais, o
processo de produc¢do e, talvez o mais importante, um entendimento das mudangas que ocorrem
seguindo a regenera¢do com a substitui¢do in vivo. O comportamento mecanico de implantes
derivados da matriz extracelular depende de fatores como o microambiente do tecido local, o
ritmo de degradacdo do implante bioldgico, forcas presentes dentro do ambiente mecanico e o
ritmo e alcance em que a infiltracdo de novas células deposita a nova matriz (Badylak et al.,

2009).

1.8 Supra-estrutura do coldgeno

A eficiéncia de implantes direcionados na regeneracdo de axonios depende de
caracteristicas fisicas, tais como a presenca de poros interconectados e orientados em paralelo
como guia para infiltracdo/migracdo de células no implante (Bozkurt et al., 2009; Yow et al.,
2009). Enquanto substratos para o crescimento de nervos fornecem direcdo global para

regeneragdo de axonios e invasdo de células ndo neuronais, eles ndo fornecem uma diregdo local



26

para axdnios e células dentro do tubo. Em estudos experimentais, um gel de coldgeno tipo I
magneticamente alinhado resultou em um direcionamento e a invasdo de neuritos e células de
Schwann em cultura de ganglio espinhal sobre o gel. Este resultado foi atribuido ao contato de
cones de crescimento e células de Schwann sobre as fibrilas de colageno alinhadas (Ceballos et
al., 1999).

A arquitetura da fibra de colageno possui um papel critico em determinar o
comportamento biomecanico da matriz extracelular. O alinhamento e organizacdo das fibras de
coldgeno sdao dependentes da fun¢do do tecido em que ele ¢ encontrado. Por isso, as fibras de
coldgeno da matriz extracelular derivada de tenddes e ligamentos sdo altamente alinhadas ao
maior do eixo de toda a estrutura (Badylak ez al., 2009).

Medidas detalhadas de propriedades Opticas anisotropicas como dicroismo, dispersio
anormal de birrefringéncia e curvas na textura da birrefringéncia com impregnagao por prata na
fibra de colageno de tenddo sustenta a hipdtese de que particulas de prata sdo elipsoides e sdo
distribuidas helicoidalmente nas ou sobre as fibras de coldgeno (Vidal & Joazeiro, 2002). Isto
indica que a fibra e/ou feixe de coldgeno de tenddes ndo sdo arranjados em uma estrutura plana e
que o padrdo de ondas refletem em uma organizacdo helicoidal de fibras/feixes de coldgeno.
Deste modo, a orientagdo das fibras do tenddo pode ser considerada como uma complexa
estrutura com organizagdo supramolecular (Vidal, 2003; Vidal & Mello, 2008). Sec¢des axiais
de tenddes bovinos tratados com acido acético examinados com luz polarizada respaldam a
supra-organizacao de feixes helicoidais de colageno nestes tenddes, e uma organizacdo similar ¢
descrita em tendoes de ratos (Vidal, 2003).

A organizacdo e o estado de agrega¢do molecular de um implante biologico sdo

importantes fatores que proporcionam um ambiente adequado para orientacdo e regeneracao
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axonal (Fields et al., 1989; Labrador er al., 1998; Ceballos et al., 1999). Proteinas orientadas
naturalmente podem facilitar o crescimento axonal e pode ser degradada de maneira mais
eficiente. Em adi¢do, o uso de moléculas da matriz extracelular que apresentam propriedades de
autorreunido e agregacdo macromolecular ndo tem sido totalmente investigado (Oliveira et al.,
2005).

Em contraste, o colageno submetido a diferentes tratamentos ndo reproduz o padrdo de
fibras organizado helicalmente (Oliveira et al., 2005). Esses pesquisadores investigaram a
importancia da organizagdo e o estado de agregacdo molecular do coladgeno tipo I na regeneragado
axonal. Os resultados demonstraram que o uso de moléculas naturalmente ordenadas
longitudinalmente influenciou positivamente na regeneragdo nervosa periférica. Dessa forma, a
ordenacdo molecular favorece a regeneracdo nervosa e, provavelmente pode beneficiar no
reconhecimento celular, atuar na interacao entre axonios ¢ as células nao neuronais, facilitar a
difusdo de fatores troficos, bem como, estimular a migracao de células de Schwann, além de ser

degradada mais eficientemente.
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Justificativa
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A superficialidade no trajeto de alguns nervos periféricos, em diferentes regides do corpo
humano, torna-se um fator de risco para a ocorréncia de véarios tipos de lesdes, como por
exemplo, o esmagamento e a transeccdo. Atualmente, as lesdes nervosas periféricas amplas sao
corrigidas cirurgicamente com o autoenxerto de nervos cutdneos (nervo sural ou safeno),
resultando em uma recuperagdo motora e sensitiva em graus varidveis. Porém, hd perda da
sensibilidade na 4rea do nervo retirado para o enxerto. Com o advento da bioengenharia, surge
uma nova gama de pesquisas com materiais biorreabsorviveis (biomateriais), entre eles podemos
destacar o poli (acido latico) (PLA) e a poli caprolactona (PCL). Estes surgem como alternativa
na substituicao do autoenxerto autdégeno de nervos cutineos e apresentam propriedades fisicas e
quimicas de grande interesse no campo da reconstituicdo nervosa periférica, tais como o tempo
de bioabsor¢ao e porosidade, além de poderem ser confeccionados com as dimensdes desejadas e
introduzidos em seu interior moléculas da matriz extracelular. Considera-se que a organizacao e
o estado de agrega¢dao molecular de implantes nervosos sdo importantes fatores que fornecem um
ambiente adequado para regeneracdo e orientacdo axonal. Neste sentido o coldgeno com
organiza¢do supramolecular extraido do tenddo bovino apresenta um padrdo supra-estrutural
consistindo de fibras orientadas.

Em virtude da problematica referida acima, este projeto tem por finalidade estudar in
vitro a relagdo das células de Schwann com o coldageno com organizagdo supramolecular e in
vivo a implantagdo do colageno com organizacgao supramolecular aliado a protese tubular de poli

caprolactona (PCL) confeccionada pelo método do solvente, desenvolvido em nosso laboratorio.
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Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Tendo-se em vista os estudos realizados em nosso laboratério com o emprego de
biomateriais na confec¢do de proteses tubulares, a importancia das células de Schwann na
regeneragdo nervosa periférica e o estudo da expressao dos componentes da matriz extracelular,
nosso escopo € pesquisar in vivo e in vitro a influéncia do colageno com organizagdo
supramolecular sobre a regeneracao nervosa periférica fazendo uso das técnicas de tubulizacdo e

cultura purificada de células de Schwann.

3.2 Objetivos especificos
3.2.1 In vitro

1) Estudar a expressdo do S-100, do colageno tipo IV, da cadeia a1f1 para a laminina
tipo I e da cadeia a2fB1 para a laminina tipo II através da imunocitoquimica das células de
Schwann sobre o coldgeno com organizagao supramolecular.

2) Analisar morfologicamente a cultura purificada das células de Schwann sobre o
colageno com organizacdo supramolecular ap6s o periodo de 4 dias de cultivo através da

microscopia eletronica de varredura (MEV).

3.2.2 In vivo

1) Estudar morfologicamente os nervos regenerados no interior dos tubos de polietileno,
poli caprolactona (PCL) vazio e preenchido com coldgeno com organizagdo supramolecular e
pela técnica do autoenxerto apos o periodo de 60 dias de tubulizacdo por meio da microscopia de

luz e microscopia eletronica de transmissao (MET).
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2) Examinar morfometricamente e quantificar os axonios regenerados no interior dos
tubos de polietileno, poli caprolactona (PCL) vazio e preenchido com coldgeno com organizagado
supramolecular e pela técnica do autoenxerto, apos o periodo de 60 dias pds-operatorio, por meio
da microscopia de luz.

3) Avaliar a expressao do S-100, p75NTR, colageno tipo IV, laminina e neurofilamentos
através da imunoistoquimica dos nervos regenerados no interior dos tubos de poli caprolactona
(PCL) vazio e preenchido com coldgeno com organizagdo supramolecular e do nervo isquiatico
ileso.

4) Estudar birrefringéncia do coldgeno e fibras nervosas dos nervos regenerados no
interior dos tubos de poli caprolactona (PCL) vazios e preenchidos com colageno com

organiza¢ao supramolecular e do nervo isquiatico normal sob microscopia e polarizagao.
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Materiais e métodos
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4.1 In vitro
4.1.1 Coldageno com organizacdo supramolecular

As amostras de colageno foram extraidas do tenddo calcanear de boi usando uma técnica
patenteada (#P.1.97015709,B.C.Vidal). Fragmentos das amostras de tendao bovino foram limpos
e imersos em uma solug¢do contendo 5% de acido acético, 0,01% HCL e 1lmg pepsina/g de
tenddo, sendo mantida a 7-10°C por 24 horas. O colageno solubilizado foi filtrado e as fibras
foram reconstituidas com a adi¢ao de uma solugdo de NaCl com concentragao final de 5%. Em
seguida as fibras obtidas foram dialisadas com agua destilada em um tubo de 6mm de didmetro a
5°C com troca de agua a cada 24 horas. 1,5 litro de 4gua foram necessarios para adquirir o total
de 200g do colageno com organizagdo supramolecular (Oliveira et al., 2005).

Em seguida, o colageno foi moldado na forma ctbica com cerca de Smm de comprimento
por Smm de largura e aproximadamente 1mm de espessura e colocadas nos pogos da placa de
cultura (96 pocos). Antecedendo a realizagdo da cultura primadria, as amostras de coldgeno foram
esterilizadas com irradiacdo gama com uma carga de 15KGy no Centro de Desenvolvimento da
Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo Horizonte na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMQ). Para evitar qualquer tipo de contaminagdo pré-langamento e cultivo das células de

Schwann na placa de cultura.

4.1.2 Cultura purificada de células de Schwann

A cultura de células de Schwann foi preparada pelo método modificado de Brockes et al.,
(1979) e Assouline et al., (1983). Assim, nervos isquiaticos de ratos Sprague Dawley (NTac
Unib:SD) (n=10) (neonatos) foram extraidos e o epineuro dissecado. Apds este procedimento, os

nervos foram reduzidos e incubados em colagenase 0,05% (Worthing, Freehold, NY) por 30
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minutos, a 37°C. Em seguida, foram lavados em solu¢do de Hanks, e incubados com tripsina por
15 minutos a 37°C. A tripsina foi inibida com soro fetal bovino e posteriormente foi realizada a
centrifugacdo do homogenato. Este foi ressuspendido em meio modificado Eagle (DMEM) com
10% de soro fetal bovino e antibidtico. Em seguida, as células foram langadas nos pocos
contendo o coldgeno e cultivadas por 4 dias.

A pureza da cultura foi avaliada pela marca¢do com o anticorpo anti-S-100 (marcador da
proteina carreadora de célcio localizada em todo o citoplasma das células de Schwann)
(policlonal; Dako, Glostrup, Dinamarca). Os experimentos foram organizados em um grupo
cujas células de Schwann foram cultivadas sobre o coldgeno com organiza¢do supramolecular e
outro grupo com o cultivo sobre a placa de cultura (controle) e foram realizados em
quadriplicata. J4 o meio de cultura foi substituido a cada 2 dias. Para contagem do nimero de
células adicionadas na placa de cultura foi utilizada a seguinte formula: numero de quadrantes
contados (camara de Newbauer) X 10.000 (fator de correcdo) = numero de células por mililitro

(cel/mL).

4.1.3 Imunocitoquimica para as células de Schwann

Apods 4 dias de cultura, as amostras foram fixadas em paraformoldeido 4% por 10
minutos e lavadas 2 vezes em tampao fosfato (PB) 0,1M, pH 7,4 por 5 minutos. Para evitar
marcagdes inespecificas, as culturas foram incubadas por 45 minutos em uma solu¢do contendo
albumina bovina (Sigma) 1% e triton X (0,25%) em PB. Em seguida, as preparagdes foram
incubadas com os anticorpos primdrios anti-S-100 (marcador da proteina carreadora de célcio
localizada em todo o citoplasma das células de Schwann), anti-colageno tipo IV, anti-laminina

o1, anti-laminina o2 e anti- laminina 1 (expressos pelas células de Schwann, localizando-se em
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sua membrana basal) por 2 horas em temperatura ambiente. As amostras foram entdo lavadas 2
vezes em PB 0,1M, pH 7,4 por 5 minutos, e incubadas com anticorpo secundario fluorescente
(CY-2 ou CY-3) por 45 minutos. A seguir, o material foi novamente lavado 2 vezes em PB
0,IM, pH 7,4 por 5 minutos. Posteriormente, os espécimes foram montados em glicerol e
observados em microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100) equipado com sistema de

fluorescéncia.

4.1.4 Processamento e andlise para microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As culturas foram fixadas com Karnovisky (2% glutaraldeido e 1% paraformaldeido em
tampao cacodilato 0,IM, pH 7,4) por 15 minutos. Posteriormente, foram pos-fixadas com
tetroxido de 6smio a 1% por 20 minutos e lavadas cuidadosamente em tampao cacodilato. Em
seguida, a cultura foi desidratada em concentracdo crescente de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e
100%, 15 minutos cada lavagem), antes de serem levadas até o aparelho de ponto critico (Balzers
CTD 030). Apds a passagem pelo ponto critico, as amostras foram armazenadas em silica gel até
o momento de serem colocadas nos sputters. Em seguida, foram metalizadas com ouro-paladio e,
posteriormente observadas no microscopio eletronico de varredura (JEOL JXA 840A), operando

a 10KV.

4.2 In vivo
4.2.1 Animais e grupos experimentais

Para o estudo in vivo, foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley (NTac
Unib:SD), fémeas e adultas (n=24). Os animais foram divididos em 4 grupos:

1) Grupo TP — animais em que foi utilizada a protese tubular de polietileno vazia (n=7).
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2) Grupo TPCL — animais em que foi utilizada a protese tubular constituida de poli
caprolactona (PCL) vazia (n=5).

3) Grupo TPCLF — animais em que foi utilizada a prétese tubular constituida de poli
caprolactona (PCL) preenchida com um implante de coldgeno com organizagao
supramolecular (n=7).

4) Grupo AE — animais que receberam autoenxerto de nervo periférico (n=5).

Os animais operados tiveram um periodo de sobrevida de 60 dias.

4.2.2 Construgdo da protese para a tubulizacdo

A confec¢do da protese tubular foi realizada pela técnica do solvente. Para isto, foi
adicionado 1,65g de poli caprolactona (PCL) em 33ml de solvente (dicloroetano). A seguir, a
solu¢do foi deixada em temperatura ambiente por 12 horas para completa homogeneizacao. No
dia seguinte, a solu¢@o foi colocada em uma placa contida no interior de uma cuba de vidro com
o meio saturado de solvente. Foram esperadas 12 horas para completa evaporagdo do material,
foi retirada a membrana da cuba, sendo esta colocada em uma camara de vacuo por 5 minutos,
de forma que eventuais residuos do solvente ndo permanecam nas membranas. A seguir, as
membranas foram enroladas em pinos com didmetro de 1,6mm (Evans et al., 1999), sendo entdo
cortadas com 10mm de comprimento.

Os implantes de coldgeno com organizacdo supramolecular do grupo experimental
TPCLF foram moldadas em fragmentos na forma de um cubo possuindo 4mm de comprimento
por Imm de largura e Imm de espessura e foram inseridos dentro do tubo de poli caprolactona
(PCL) no momento da cirurgia. O implante foi posicionado e alinhado entre os cotos nervosos na

parte média do tubo.
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4.2.3 Procedimento cirirgico para a tubulizacdo

Ap6s anestesia (0,2ml de ketamina e 0,2ml de xylazina, 0,2ml/100g peso corporeo, ip),
os animais foram submetidos a tricotomia da coxa esquerda. Em seguida, foram colocados em
decubito ventral sob microscopio cirtirgico. A pele foi incisada e, afastando-se a musculatura, o
nervo isquiatico foi exposto e transeccionado. Apos a retracdo dos cotos, foram realizadas as
propostas para os grupos experimentais. No grupo TP, os cotos proximal e distal do nervo
isquiatico foram introduzidos e fixados com um ponto cirdrgico passando pelo epineuro do nervo
e nas extremidades da prétese tubular de polieltileno vazia, mantendo o alinhamento e deixando-
se um espago de 6-7mm entre os cotos. O grupo TPCL obedeceu ao mesmo procedimento
dispondo de uma protese tubular de poli caprolactona (PCL) vazia e o grupo TPCLF também
seguiu o procedimento descrito. No entanto, antes da fixagao dos cotos nas extremidades do tubo
de caprolactona (PCL), foi inserido um exemplar do implante de coldgeno com organizagdo
supramolecular na parte média do tubo mantendo o alinhamento entre os cotos. No grupo AE, o
autoenxerto foi realizado logo apds a separagdo entre os cotos proximal e distal. Um segmento
do nervo seccionado, cerca de 6-7mm, foi invertido e conectado aos cotos proximal e distal
através de 2 pontos cirurgicos passando pelo epineuro (neurorrafia) em cada extremidade do
implante com os cotos ¢ mantendo a continuidade do nervo isquiatico. Encerrados estes
procedimentos, o plano muscular foi suturado com um fio de seda 7-0 e a pele fechada com 3
pontos cirurgicos (fio mononylon 4-0, ethicon). Os animais foram mantidos em biotério por um

periodo de 60 dias, recebendo racdo e agua ad libitum.
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4.2.4 Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para microscopia eletronica de
transmissdo

Apds o periodo de sobrevida de 60 dias, os animais de todos os grupos foram
anestesiados com 0,2ml de ketamina e 0,2ml de xylazina, (0,2ml/100g peso corpéreo, ip.),
submetidos a toracotomia e a seguir perfundidos transcardiacamente com auxilio de uma bomba
perfusora do tipo peristaltica. Inicialmente, visando a lavagem dos vasos e 6rgaos, os animais
foram perfundidos com 150ml de uma solucdo salina tamponada (NaCl 0,9% em PB 0,1M, pH
7,4). A fixacdo foi realizada pela subseqiiente perfusdo de 300ml de uma solugdo contendo
glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em PB 0,1M, pH 7,4. Posteriormente a fixagdo, o
conjunto contendo o nervo regenerado no interior do tubo e autoenxerto foi dissecado e imerso
na mesma solugdo fixadora por 12 horas, a uma temperatura de 4°C. Passado esse periodo, os
elementos do referido conjunto foram lavados em PB 0,1M, pH 7.4 e dissecados sob lupa, sendo
os cotos proximal e distal separados. Os fragmentos foram colocados individualmente em frascos
contendo PB 0,1M, pH 7.4. Estes foram entdo pds-fixados por um periodo de 2 horas em solucao
de tetréxido de 6smio a 1%, diluido em PB 0,1M, pH 7,4. Seguindo-se a pos-fixacdo, os
fragmentos foram lavados em dgua destilada e desidratados em série crescentes de acetona e
incluidos em resina (Epon 812, EMS). Os blocos foram desbastados e as sec¢des semi-finas
(0,5um) obtidas foram coradas com azul de toluidina 0,25% para a observacdo ao microscopio
de luz. A seguir, algumas regides foram selecionadas e os blocos retrimados sendo realizados os
cortes ultrafinos (500/:\; Ultramicrotomo LKB, Bromma 8800) os quais foram coletados em telas
de cobre (200 Mesh). Apos contraste em acetato de uranila e citrato de chumbo, os espécimes

foram observados ao microscopio eletronico Zeiss Leo 906, operando a 60kv.
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4.2.5 Morfometria e contagem das fibras regeneradas

Para andlise morfométrica, foram considerados os seguintes parametros: numero de
axonios mielinicos regenerados, diametro das fibras (DF), didmetro dos axonios mielinicos
(DAM), espessura da bainha de mielina (EBM) e razdo "g" (RZG) (RZG = DAM/DF). O estudo
do comportamento das células de Schwann em particular, foi realizado a partir dos valores da
EBM e da RZG, enquanto que a resposta regenerativa axonal foi avaliada pelos resultados do DF
e DAM. A RZG consiste de um valor numérico que traz informagdes a cerca do padrdo de
normalidade do nervo isquiatico a partir da relacdo entre 0 DAM e o DF, sendo estes valores
proximos a 0,7.

Para a contagem de axoOnios mielinicos, 4 campos representativos de cada nervo
regenerado foram digitalizados com o auxilio de uma video camera digital (Olympus U-Cmad-2)
conectada a um microscopio Olympus BX60 (Obj. 100x). O nimero total de fibras foi estimado
a partir de uma regra de trés simples, levando-se em conta a area total do nervo regenerado.

Os quatro campos amostrados em cada nervo regenerado foram empregados para
obtencao das medidas do diametro das fibras e dos axdnios mielinicos. Estas foram obtidas a
partir dos valores dos respectivos perimetros (P), aplicando-se a féormula D=P/n. A diferenca
entre o DF e o DAM fornecerd a EBM (Mayhew & Sharma, 1984). A morfometria foi realizada
empregando-se um sistema computadorizado, utilizando-se o programa Image Tool 3.00

(UTHSCSA).
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4.2.6 Animais e grupos experimentais para imunoistoquimica e microscopia de polarizacdo
Ratos da linhagem Sprague Dawley (NTac Unib:SD), fémeas e adultas 60 dias pos-
operatdrios foram utilizados para imunoistoquimica e microscopia de polarizagdo. Os espécimes
foram divididos em 3 grupos:
1) Grupo normal — foram utilizados nervos isquiaticos normais (n=3).
2) Grupo TPCL — animais no qual foram utilizados a prétese tubular constituida de poli
caprolactona (PCL) vazia (n=3).
3) Grupo TPCLF — animais no qual foram utilizados a protese tubular constituida de poli
caprolactona (PCL) preenchida com um implante de coldgeno com organizagao

supramolecular (n=3).

4.2.7 Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para imunoistoquimica

Apés o tempo de sobrevida pré-determinado, os animais designados para a
imunoistoquimica foram perfundidos de acordo com o procedimento para microscopia
eletronica, porém, subseqiiente a perfusdo de 300ml com solucdo salina, foi utilizada uma
solu¢do de formalina 10% em PB 0,1M, pH 7.4.

Ap6s fixacdo, o conjunto contendo o nervo regenerado no interior do tubo foi dissecado e
imerso na mesma solucdo fixadora por 12 horas e mantido a uma temperatura de 4°C. Passado
esse periodo, os elementos do referido conjunto foram lavados em PB 0,1M, pH 7,4 e dissecados
sob lupa. Os nervos foram colocados individualmente em frascos contendo uma solugdo de
sacarose 20% em PB 0,1M, pH 7,4 por 12 horas, sendo em seguida imersos em tissue-tek (Milles
Inc., USA) e congelados em n-hexano (Merk), mantido em nitrogénio liquido a -40°C. Cortes

congelados com 12um de espessura foram obtidos em criostato (Leica) e as secgdes foram
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transferidas para laminas gelatinizadas e estocadas a -20°C até o momento da realizagdo das
imunomarcagdes. Para realizagdo da imunoistoquimica, os espécimes, apds atingirem a
temperatura ambiente, foram imersos em PB 0,1M, pH 7,4. Posteriormente, as amostras foram
incubadas em uma solu¢do contendo albumina bovina (BSA) 1% em PB 0,IM, pH 7,4 por 1
hora. Apds, foram feitas trés lavagens em PB 0,1M, pH 7.4, sendo posteriormente, aplicados os
anticorpos primarios coelho anti-S-100 (marcador da proteina carreadora de célcio localizada em
todo o citoplasma das células de Schwann), coelho anti-p75SNTR (receptor de baixa afinidade
para neurotrofinas), coelho anti-colageno tipo IV, coelho anti-laminina (expressos pelas células
de Schwann, localizando-se em sua membrana basal) e camundongo anti-neurofilamentos
(presentes nos axonios) e incubados por 2 horas a 4°C. Em seqiiéncia, apds lavagem em PB
0,1M, pH 7,4, os respectivos anticorpos secundarios conjugados com CY-2 ou CY-3 foram
aplicados por 45 minutos em temperatura ambiente. As ldminas foram lavadas em PB 0,1M, pH

7,4 e montadas em glicerol/PB (3:1), sendo observadas em microscopio de fluorescéncia.

4.2.8 Microscopia de polarizagdo

Os mesmos grupos, quantidade de amostras, procedimentos para fixa¢do dos espécimes e
cortes congelados referidos na técnica anterior foram empregados para a metodologia de
microscopia de polarizagao.

Apds atingirem a temperatura ambiente, as laminas com cortes longitudinais de nervo
foram montadas em dgua destilada e observadas no microscopio de polarizagao (Olympus BX51-
P BX2). Tal microscopio permite alterar a angulagdo da lamina, e por assim ser, do tecido em
relacdo ao analisador e ao polarizador. Dependendo da angulacdo foram obtidas as

compensagdes da birrefringéncia desejadas, aumentando ou diminuindo a intensidade do brilho
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para o colageno (-45°) ou para a bainha de mielina (+45°). As imagens capturadas foram
estudadas utilizando o analisador de imagens Image-Pro Plus 6.3, Media Cybernetics, Inc.

(Silver Spring, MD, USA).

4.2.9 Anadlise estatistica

A partir dos resultados numéricos da contagem dos axdnios mielinicos regenerados,
assim como os dados morfométricos, foram calculados a média e erro padrdo. Estes parametros
foram avaliados pelo método da andlise da varidncia - ANOVA. As diferengas entre as médias
dos grupos experimentais foram analisadas fazendo-se uso do teste ‘t’’ de Student (resultados
paramétricos) e teste “U” de Mann-Whitney (resultados ndo paramétricos), assumindo-se um

nivel de significancia igual a *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Resultados
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5.1 Caracterizagao do coldageno com organizacdo supramolecular (figura 1)

Macroscopicamente, apds moldado na forma prismatica para posterior implantagdo in
vitro ou in vivo, as amostras do coldgeno com organizagdo supramolecular demonstravam
coloragdo branca com um aspecto esponjoso e textura macia, sendo facilmente deformavel. O
material ainda demonstrou-se hidrofilico, tomando a aparéncia de um gel sem, entretanto,
desagregar-se.

Em cortes transversais do colageno com organizacdo supramolecular vista sob
microscopia Optica, notou-se uma malha tridimensional intrincada de fibras e lacunas entre elas.

Quando as amostras de colageno foram submetidas a distensdo do fragmento como um
todo, foram expostas as fibras coldgenas organizadas paralelamente umas as outras com um alto
grau de alinhamento em diferentes niveis de profundidade do material estudadas com diferentes

focos.

5.2 In vitro
5.2.1 Cultura purificada de células de Schwann

O numero de células langadas em cada poco foi estimado através da camara de
Neubawer, resultando em aproximadamente 12x10*cel/ml em cada pogo da placa de cultura com
96 pocos. Observou-se, em contraste de fase, que a maioria das células apresentaram como
caracteristica a morfologia fusiforme bipolar com prolongamentos citoplasmaticos tipicos de

células de Schwann além de outras formas.
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5.2.2 Imunocitoquimica da cultura de células de Schwann

A imunomarcacao anti-S-100 revelou que a cultura celular tinha um alto grau de pureza,
observada pela intensa marca¢do com o anticorpo. Pode ser visto que a concentragdo de células
de Schwann foi menor no grupo com o coldgeno com organizacdo supramolecular. As células de
Schwann cultivadas sobre o coldgeno com organizagdo supramolecular apresentavam a
morfologia variada desde seu padrdo tipico a formas ovdides com grandes prolongamentos
tortuosos e multiplos, estabelecendo comunicagdes entre si além de aparentar se conformar no
relevo do colageno com organizagdo supramolecular. Enquanto que as células do grupo controle
mantiveram um padrdo morfoldgico tipico e em formas triangulares sendo que os
prolongamentos dessas células se mostraram mais curtos e afilados com comunicacdes (figura
2).

A imunomarca¢do com o anticorpo anti-colageno IV demonstrou que as células de
Schwann de ambos os grupos expressaram este componente da matriz extracelular. A
visualizacdo da laminina I se deu pela dupla-marcagdo com os anticorpos anti-cadeia al e anti-
cadeia B1, ja para a laminina tipo II foi realizada a dupla-marca¢do do anticorpo anti-cadeia a2
com o anticorpo anti-cadeia PB1, resultando em uma marcagdo co-localizada alaranjada para
ambas as lamininas. As células apresentaram o comportamento tipico, expressando tanto a
laminina I como a laminina II nos grupos controle e sobre o colageno com organizacao

supramolecular (figura 3).
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5.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV) de culturas de células de Schwann (figura
4)

A superficie do coldgeno se revelou irregular, alternando desde areas contendo
depressdes e cavidades/canais a regides menos acidentadas. Mas a aparéncia predominante foi a
de uma estrutura organizada em camadas sobrepostas ora mais ora menos compactadas com
grande variagdo na disposicao e conformagao dos poros.

A cultura sobre o colageno com organizacdo supramolecular auferiu uma densidade
celular inferior aquelas cultivadas sobre a placa de cultura. As células de Schwann encontradas
sobre o colageno apresentavam-se com certo alinhamento em dire¢do ao seu maior eixo. Além
disso, notou-se a morfologia normal das células de Schwann com prolongamentos mais curtos e
volumosos se ajustando e se moldando ao relevo da membrana, sugerindo melhor aderéncia e

coaptagdo destas células sobre o substrato.

5.3 In vivo
5.3.1 Microscopia de luz dos nervos regenerados (figura 5)

Nos cortes transversais dos nervos regenerados do grupo TP apds 60 dias de tubulizagdo,
pode-se observar a presenga de um epineuro delgado contendo vasos sangiiineos epineurais,
perineurais e endoneurais em seu interior. As amostras possuiam a forma cilindrica normal e foi
facilmente notada a formacdo de fasciculacoes entre os feixes de fibras nervosas. A média da
area dos nervos deste grupo foi 160.856,63+16.656,5um?, sendo inferior aos outros grupos.

O epineuro do grupo TPCL apresentou-se com propor¢ao em sua espessura e continha
maior quantidade de vasos sanguineos epineurais, perineurais € endoneurais em relacdo ao grupo

TP. O epineuro estava ainda circundado por células inflamatérias, possivelmente atuando na
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degradagdo do tubo de poli caprolactona (PCL). A maioria dos nervos do grupo TPCL tinha
aspecto cilindrico com fascicula¢des evidentes formadas na sua intimidade e a média da éarea dos
nervos atingiu 256.848,59i15.676,98um2.

Foi observado no grupo TPCLF o epineuro equivalente ao grupo TPCL, que também
traziam numerosas cé¢lulas inflamatorias, além de vasos sanguineos epineurais, perineurais e
endoneurais abundantes e de calibre maior. A maioria dos nervos do grupo TPCLF também
apresentava o aspecto cilindrico e fasciculagdes evidentes. No entanto, ndo foi visto nenhum
vestigio do implante de coldgeno com organizacdo supramolecular sob microscopia de luz,
indicando a rapida absor¢ao do material in vivo. A area dos nervos regenerados foi ligeiramente
menor que o grupo TPCL, resultando em 247.110,15+13.378,14um’ de média.

Na maior parte das amostras do grupo AE, o epineuro descrevia uma organiza¢do mais
complexa dos demais grupos. Ele foi encontrado espesso na periferia do nervo emitindo
projecdes que separaram o tecido nervoso em grandes conjuntos de fibras nervosas que, na
maioria das amostras estavam dissociados em 3 ou até 7 aglomerados. Singularmente, boa parte
dos axdnios regenerados situava-se no epineuro quase na superficie do nervo o que acusa uma
menor protecdo das fibras em questdo. Ainda, no microambiente do epineuro localizaram-se
varias grandes células adiposas com uma quantidade de vasos sanguineos mais discreta. A média
da 4rea dos nervos do grupo AE foi superior aos demais grupos, alcancando

474.889+23.775,72um>.

5.3.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET) (figura 6)
Ao microscopio eletronico, apos o periodo de 60 dias de tubulizacdo, observou-se no

grupo TP um microambiente composto por axdnios apresentando uma delgada bainha de mielina
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conferida por uma tnica célula de Schwann. Os axdnios amielinicos apresentaram-se com menor
dimensdo e organizados em pequenos compartimentos compartilhando projecdes de uma mesma
célula de Schwann. Os axdnios puderam ser notados entre fibras colagenas dispersas coincidindo
com cé¢lulas perineurais.

O grupo TPCL revelou o microambiente melhor organizado descrevendo numerosas
formagdes de mini-fasciculos de coldgeno bem delimitados abrigando as células em lojas. A
espessura da bainha de mielina mostrou-se ser mais densa nestes axonios em relacdo ao grupo
anterior. Os axoOnios amielinicos, por sua vez, possuiam didmetro inferior aos mielinicos e
estavam envolvidos, em conjuntos, por processos citoplasmaticos de uma tunica célula de
Schwann.

Constatou-se, no grupo TPCLF, as fibras nervosas compactadas por mini-fasciculos de
colageno e células perineurais denotando uma melhor organizacdo do microambiente além de
possuir quantidade menor de matriz extracelular em relagdo ao tecido nervoso. A espessura da
bainha de mielina deste grupo mostrou ser superior nestes axonios, em relagcdo a todos os demais
grupos, enquanto que os axonios amielinicos regenerados dispunham-se em grupos maiores
envoltos por somente uma célula de Schwann.

O microambiente do grupo AE manifestou uma grande colecdo de matriz extracelular,
tendo, em alguns pontos, mais elementos da matriz extracelular que propriamente fibras
nervosas. Ainda, muitas fibras colagenas colocavam-se nas adjacéncias de conjuntos de axdnios
arquitetando fartos mini-fasciculos. As fibras mielinicas possuiam calibre variado e alternavam a
espessura da bainha de mielina e as fibras amielinicas distribuiam-se de forma aleatdria alocadas

em proje¢des de uma Unica célula de Schwann.
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5.3.3 Quantificacdo dos axonios mielinicos (figura 7)

Apo6s o periodo de 60 dias de tubulizagdo, o grupo TP apresentou um nimero médio de
5.257,91+£506,43 fibras regeneradas. No grupo TPCL obteve-se cerca de 9.291,29+847,41
axonios mielinicos. J& no grupo TPCLF houve a regeneracio de aproximadamente
9.605,04+813,18 axdOnios mielinicos, enquanto que o grupo AE teve por volta de
16.454,45+820,84 fibras nervosas regeneradas em média.

Apenas a relagdo dos valores obtidos entre os grupos TPCL e TPCLF nao houve
diferenga estatistica. A estimativa total de fibras nervosas regeneradas do grupo AE foi superior
aos grupos TP, TPCL e TPCLF exibindo diferenca estatisticamente significativa (p<0,001). O
grupo TP foi o que obteve menor numero de fibras regeneradas em relagdo aos grupos TPCL e

TPCLF (p<0,05, p<0,01 respectivamente).

5.3.4 Pardametros morfométricos
5.3.4.1 Diametro das fibras (DF) (figura 8)

Os animais do grupo TP, 60 dias apos a tubulizagdo, apresentaram axonios mielinicos
com didmetros variando entre 0,5um e 9,5um com média igual a 3,72+0,49um. As maiores
porcentagens de axonios foram observadas nos intervalos de freqiiéncia entre 1,51 e 2,5um, 2,51
e 3,5um e entre 3,51 e 4,5um, o que corresponde a 24,3%, 28,42% e 22,2% do total
respectivamente. As demais fibras, 25,06% restantes, estavam distribuidas nas outras classes de
freqliéncias e podem ser vistas na tabela 1.

Quanto ao grupo TPCL, axonios mielinicos apresentaram o didmetro variando entre
0,5um e 9,5um com média igual a 3,82+0,59um. O intervalo de frequéncia mais repetido nesta

medida foi entre 1,51 e 2,5um, 2,51 e 3,5um e entre 3,51 e 4,5um, correspondendo a 25,1%,
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28,95% e 22,45% respectivamente. Ja as outras fibras que completam este grupo denotam
21,75% e estao distribuidas na tabela 1.

As amostras derivadas dos animais do grupo TPCLF também obtiveram o DF variando
entre 0,5um e 9,5um atingindo a média de 3,99+0,44um. Os intervalos de frequéncia com mais
ocorréncia apareceram entre 1,51 e 2,5um, 2,51 e 3,5um e entre 3,51 e 4,5um, sendo 20,67%,
31,87% e 26,85% respectivamente. O restante de amostras consiste de 20,6% e estdo dispostas
na tabela 1.

No grupo AE, o DF variou entre 0,5um e 10,5um com média de 3,53+0,62pum. A maioria
das fibras regeneradas encontraram-se nos intervalos de freqiiéncia 1,51 a 2,5um e 2,51 a 3,5um,
o que corresponde a 29,4% e 25,35% respectivamente. As fibras restantes nos outros intervalos
de freqiliéncia representam 45,23% e estdo apresentadas na tabela 1.

Com relacdo a andlise estatistica intergrupos observou-se que nos intervalos de
freqiiéncia de 0,5 e 1,5um foi constatado diferenca significativa para o grupo TP em relacdo ao
TPCLF (p<0,05) e para o grupo AE em relagdo ao TPCL (p<0,05) e ao TPCLF (p<0,001),
exprimindo que o processo regenerativo avaliado por meio do DF dos grupos TP e AE foram
mais expressivos nos menores didmetros desta analise. Além disso, no intervalo de freqiiéncia
com didmetro entre 3,51 e 4,5um, o grupo TPCLF apresentou diferenga significativa (p<<0,001)

em relacdo ao grupo AE.

5.3.4.2 Diametro dos axénios mielinicos (DAM) (figura 9)
As amostras do grupo TP, apés 60 dias de tubulizacdo, apresentaram axdonios com
didmetro se alternando entre 0,5 e 8,5um com média igual 3,02+0,43pum. As maiores

porcentagens desta mensuragdo foram observadas nos intervalos de freqiiéncia entre 2,51 e



52

3,5um e 3,51 e 4,5um, correspondendo a 31,6% e 28,26% do total, respectivamente. 40,13%
representam os axonios das demais frequéncias e estdo dispostos na tabela 2.

A distribui¢do de frequéncia do DAM das amostras do grupo TPCL atingiu 0,5um em um
extremo e 9,5um no outro e a média entre esses valores foi igual a 2,96+0,52um. Notou-se que
nos intervalos de frequéncia entre 1,51 e 2,5um, 2,51 e 3,5um e entre 3,51 e 4,5um
encontravam-se maior porcentagem dos axdnios mielinicos, sendo, respectivamente, 21,38%,
31,63% e 27,75% das amostras. 19,22% restringiam-se aos outros intervalos de freqiiéncia e
também podem ser vistos na tabela 2.

Quanto ao grupo TPCLF, os axdnios mesurados variaram de 0,5 a 9,5um de didmetro
com média de 2,74+0,37um. Ja os intervalos de frequéncia que mais se repetiram foram os
mesmos do grupo TPCL com 23,5%, 38,03% e 25% em cada um deles. Os outros intervalos
limitaram-se a 13,46% e podem ser observados na tabela 2.

O DAM referente ao grupo AE distribuiram-se de 0,5 até 10,5um obtendo a média de
2,9+0,56um. A maioria dos axonios mielinicos foi encontrada nos intervalos de freqiiéncia 1,51
a2,5um, 2,51 a 3,5um e 3,51 a 4,5um incidindo em 27,5%, 29,43% e 23,5% respectivamente.
As fibras restantes nos outros intervalos de frequéncia representam 19,55% e estdo distribuidos
na tabela 2.

Na analise estatistica intergrupo ndo foi vista diferenga significativa em nenhum intervalo

de freqiiéncia.

5.3.4.3 Espessura da bainha de mielina (EBM) (figura 10)
A distribuicdo de freqiiéncia da EBM dos nervos regenerados no interior do tubo de

polietileno (TP) delineou varia¢do que alcangou 0,05 a 1,25um e média igual a 0,354+0,04um. As
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maiores porcentagens deste grupo foram encontradas nos intervalos de frequéncia entre 0,26 e
0,35um e 0,36 e 0,45um, sendo igual a 39,89% e 23,96% do total, respectivamente. 36,14%
representam as demais classes de frequéncia e podem ser estudadas na tabela 3.

A EBM dos nervos regenerados no grupo TPCL variou de 0,16 a 1,15um com média
situada em 0,43+0,05um. Neste, 32,74% e 27,97% apresentaram-se nos intervalos de frequéncia
0,36 a 0,45um e 0,46 a 0,55um, respectivamente. Os 39,28% estavam entre os outros intervalos
de frequéncia e estdo esquematizados na tabela 3.

As amostras do grupo TPCLF, apos 60 dias de tubulizacdo, apresentaram a EBM
alternando entre 0,26 e 1,65um com média igual 0,62+0,05um. As maiores porcentagens desta
mensuracdo foram observadas nos intervalos de frequéncia entre 0,46 e 0,55um, 0,56 ¢ 0,65um e
0,66 e 0,75, refletindo 19,75%, 31,3% e 18,7% do total, respectivamente. 30,23% representam os
axonios das demais frequéncias e estdo dispostos na tabela 3.

No grupo AE, a EBM variou entre 0,05um e 1,05um com média de 0,31+£0,05um. A
maioria das fibras regeneradas foi encontrada nos intervalos de frequéncia 0,26 a 0,35um e 0,36
a 0,45um, o que corresponde a 43,89% e 22,27% respectivamente. As fibras restantes nos outros
intervalos de frequéncia representam 33,82% e estdo presentes na tabela 3.

No tratamento estatistico intergrupos foram notados diferengas significativas no intervalo
de frequéncia 0,05 a 0,15um com maior relevancia para o grupo AE (p<0,05) em relacdo aos
grupos TPCL e TPCLF. Novamente, no intervalo 0,16 a 0,25um, o grupo AE obteve maior valor
(p<0,001) na EBM que os grupos TPCL e TPCLF. No intervalo entre 0,26 a 0,35um o grupo AE
continuou a se sobressair aos grupos TPCL (p<0,01) e TPCLF (p<0,001) e o grupo TP também
se sobressaiu aos grupos anteriores (p<0,01 e p<0,001 respectivamente) nesta ordem de

frequéncia. A EBM nos grupos TP, TPCL e AE foi maior que o grupo TPCLF (p<0,001) entre
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0,36 e 0,45um. J& nos intervalos de frequéncia 0,56 a 0,65um, 0,66 a 0,75um, 0,76 a 0,85um,
0,86 a 0,95um e 0,96 a 1,05um o grupo TPCLF obteve medidas com maior relevancia estatistica
(com alternacdo de p<0,01 e p<0,001) sobre todos os outros grupos. O grupo TPCLF ainda se
destacou (p<0,05) aos grupos TP e AE entre 1,06 ¢ 1,15um e sobre os grupos TP, TPCL ¢ AE
(p<0,05) entre 1,16 ¢ 1,25um na EBM.

Portanto, os grupos AE e TP obtiveram valores estatisticamente significativos nos
menores intervalos de frequéncia em relagdo aos grupos TPCL e TPCLF sendo que ndo houve
diversidade entre os primeiros em nenhuma medida na EBM. No intervalo de frequéncia 0,46 a
0,55um ndo foi observada nenhuma diferenga significativa. Nos intervalos de frequéncia
restantes, o grupo TPCLF apresentou dados estatisticamente superiores em relacdo aos outros
grupos, predizendo que o comportamento das células de Schwann com relagcdo a EBM, no grupo
TPCLF, foi mais proeminente nos maiores intervalos de frequéncia enquanto que nos grupos TP

e AE foi mais acentuado nos intervalos menores.

5.3.4.4 Razdo ''g" (RZG) (figura 11)

Os nervos regenerados do grupo TP apresentaram RZG variando entre 0,46 e 1,05um e
média igual a 0,8+0,02um. Destas 60,24% limitava-se no intervalo de frequéncia 0,86 a 0,95um.
Os demais valores, 39,75%, podem ser vistos na tabela 4.

A RZG do grupo TPCL variou entre 0,46 e 1,05um e obtiveram a média de
0,76+0,07um. As maiores porcentagens foram encontradas nos intervalo entre 0,76 e 0,85um e
0,86 e 0,95um, totalizando 46,89% e 35,19%, respectivamente. Os outros valores, 17,9%, estdo

detalhados na tabela 4.
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A RZG referente ao grupo TPCLF se encontravam entre 0,26 ¢ 0,95um obtendo a média
de 0,67+0,02um. A maioria dos axonios mielinicos encontraram-se nas classes de frequéncia
0,66 a 0,75um e 0,76 a 0,85um, o que corresponde a 42,39% e 36,08% respectivamente. As
fibras restantes nas outras classes representam 21,52% e estdo detalhadas na tabela 4.

No grupo AE, a RZG variou de 0,46pum a 1,05um com média de 0,81+£0,02um. A
maioria das fibras regeneradas foi encontrada no intervalo de frequéncia 0,86 a 0,95um, o que
consiste 55,09%. As fibras restantes nos outros intervalos representam 44,9% e estdo impressas
na tabela 4.

O comportamento das células de Schwann verificado através da RZG intergrupos
demonstrou que houve diferenga estatisticamente significativa nos intervalos de frequéncia 0,46
a 0,55um, 0,56 a 0,65um e 0,66 a 0,75um, com valores superiores para as amostras dos grupos
TP, TPCL e AE em relacdo ao grupo TPCLF (p<0,05, p<0,01 e p<0,001). No intervalo de
freqiiéncia 0,76 a 0,85pum nao houve diferenca significativa intergrupos. A RZG no intervalo
0,86 a 0,95um teve o grupo TP se sobressaindo aos grupos TPCL e TPCLF (p<0,05 e p<0,001
respectivamente) ¢ o grupo TPCLF com valores inferiores aos grupos TPCL e AE (p<0,01 e
p<0,001 respectivamente). Por fim, o grupo AE se destacou aos grupos TPCL e TPCLF (p<0,05)
no intervalo de frequéncia 0,96 a 1,05um.

Tais dados vém a confirmar os resultados obtidos através da mensuracao da EBM. A
maioria das amostras dos grupos TP, TPCL e AE encontravam-se deslocados para a direita do
intervalo de frequéncia de 0,65 a 0,75, fora do padrao de normalidade. A relacdo entre 0o DAM e
o DF no grupo TPCLF manifestou maior amostragem com propor¢do adequada entre os

elementos da fibra nervosa.
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5.3.5 Imunoistoquimica (figura 12)

A imunomarcac¢do com o anticorpo anti-S-100 foi realizada em cortes longitudinais dos
nervos regenerados. Apos 60 dias de sobrevida foi observada uma intensa marca¢do em nervos
isquidticos normais, em nervos regenerados no interior do tubo de poli caprolactona vazio
(TPCL) e em nervos regenerados com o tubo de poli caprolactona preenchido com colageno com
organizacdo supramolecular (TPCLF). Nos grupos TPCL e TPCLF as fibras nervosas
estabeleceram um padrao de disposi¢ao paralelo ao longo eixo do nervo enquanto que o nervo
ileso obedeceu a um padrao paralelo ondulado de suas fibras.

Por meio do anticorpo p75NTR, receptor de baixa afinidade para o fator derivado do
nervo (NGF) e outras neurotrofinas (BDNF, NT3/4), pode-se auferir informacdo sobre a
reatividade das células de Schwann. Nos experimentos realizados, houve uma leve marcac¢do no
grupo de nervos ilesos, sendo ampliada pelo processo regenerativo no grupo TPCL e estando
ainda mais intensa com a adi¢do do colageno com organizagdo supramolecular no grupo TPCLF.

Quando utilizado o anticorpo anti-coldgeno IV em cortes longitudinais foi obtida uma
marcagdo mais ténue em relagdo aos outros anticorpos sem, no entanto, exprimir diferenca
visivel na intensidade da marcacdo intergrupos.

O experimento utilizando a dupla marca¢do com os anticorpos primarios anti-laminina e
anti-neurofilamento revelou a expressdo destes elementos em todos os grupos, definida pela

intensa marcagdo de ambos os anticorpos.

5.3.6 Microscopia de polarizagdo (figura 13)
Em cortes longitudinais, sob microscopia de polarizagdo, evidenciou-se a birrefringéncia

do nervo periférico. O nervo normal apresentou um padrdo ondulado de suas fibras
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possibilitando demonstrar a alternancia de brilho a regides escuras, ou seja, das fibras coldgenas
em coeréncia com as bainhas de mielina. Ambas se equilibravam em intensidade da
birrefringéncia e percorriam seus trajetos intimamente conexos de forma contigua,
paralelamente, tanto compensando a birrefringéncia para o colageno como para a mielina. Tal
fato sugere que o nervo periférico normal possui uma supra-organiza¢ao (formando crimps). O
padrdo ondulado do nervo como um todo indica que as fibras colagenas se opdem
perpendicularmente ao empilhamento dos lipidios presentes na bainha de mielina, de certa
forma, decorando e envolvendo as fibras nervosas com uma composi¢ao helical tridimensional.
Assim, a inferéncia ¢ de que tais fibras proporcionam nao s6 um papel estrutural, mas também
uma funcdo diretora no ordenamento/direcionamento dos axonios dentro do feixe nervoso, uma
disposi¢do ainda ndo retratada em nervos periféricos.

As amostras do grupo TPCL apresentaram as fibras dispostas ndo tdo emparelhadas entre
si como no nervo isquiatico normal, no entanto, pode ser notada a birrefringéncia do colageno
entre as fibras nervosas e com maior magnitude no epineuro. Quando compensado para a
birrefringéncia do colageno, este pode ser identificado em regides escuras formando grandes
feixes e mostrar sua organiza¢do associada as fibras nervosas que parecem aproveitd-lo como
guia e suporte estrutural no processo regenerativo. Compensando a birrefringéncia para mielina,
esta correlacdo tornou-se mais evidente por aumentar a intensidade do brilho do colageno. Com a
microscopia de polarizacdo, ainda pdde ser vista a bainha de mielina envolvendo os axonios e as
suas extensoes através do reconhecimento dos nddulos de Ranvier.

No grupo TPCLF, a organizagdo do nervo foi semelhante ao grupo supracitado, porém, a
amplitude da birrefringéncia do coldgeno destas amostras foi mais elevada e as fibras

apresentavam-se mais justapostas indicando um padrao voltado para o visto no nervo normal. As
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fibras colagenas se distribuiam no nervo de forma mais homogénea em feixes menores se
entremeando aos outros elementos do nervo isquidtico. Isto pode ser mais bem ressaltado
compensando a birrefringéncia para mielina resultando, assim, em uma imagem levemente mais
brilhante no nervo como um todo. A disposi¢ao mais agregada destes elementos, como resultado
do implante do coldgeno com organizagdo supramolecular suscita uma relagdo mais intima das
fibras coldgenas com as células de Schwann no processo regenerativo. Tal como, no grupo
TPCL, a microscopia de polarizagao revelou maiores espacos internodais envolvendo os axdnios

do nervo isquiatico.



59

Discussdo
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Ha alguns anos a técnica de tubulizagdo tem sido estudada na tentativa de melhor
compreender o processo regenerativo, bem como, em alguns casos, substituir o autoenxerto.
Associado a técnica, varios materiais tais como 0ssos, fascias, tenddes, musculos estriados
esqueléticos e vasos sangiiineos foram utilizados experimentalmente (Fields et al., 1989; Yannas
& Hill, 2004; Pierucci et al., 2009). Além disso, a técnica de tubulizagdo propicia a implantagdo
de moléculas da matriz extracelular no interior do tubo com o intuito de otimizar a regeneragao
nervosa periférica. Estas propostas t€m demonstrado efeitos promissores afetando a angiogenese
e causando proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular (Keilhoff er al., 2003; Badylak et. al.,
2009).

Atualmente, a arquitetura ¢ o desenvolvimento de implantes biologicos estdo em
constante evolugdo, partindo de um suporte mecanico inerte, progredindo para uma plataforma
dindmica para adesdo, proliferagdo, diferencia¢do e interacdo celular com o microambiente
fisioldgico (Yow et al., 2009).

Existe um consenso geral de que a regeneracdo nervosa ¢ melhorada quando implantes de
matriz extracelular sdo alinhados ao longo do eixo do tubo. A orientacdo respaldada pelo contato
de cones de crescimento em resposta as fibras alinhadas causam a projecdo de neuritos
necessarios para regeneragdo nervosa, além de evitar a formacdo de neuromas (Dubey et al.,
1999).

Em tubos preenchidos com implantes alinhados, a regeneracdo de fibras pode ser guiada
pelo contato orientado. As propriedades fisicas e quimicas do microambiente sdo cruciais para
regeneragdo axonal. A interagdo entre axonios em regeneracdo e o substrato adjacente pode ser

um fator chave para o elongamento axonal (Alluin et. al., 2008).
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Oliveira et al., (2005) consideraram que a organizacdo ¢ o estado de agregagdo molecular
do colageno em implantes nervosos sdo importantes fatores que fornecem um ambiente
adequado para regeneracdo e orientagdo axonal. Proteinas orientadas naturalmente podem
facilitar o brotamento axonal e ser degradado mais eficientemente. Neste sentido o colageno com
organiza¢do supramolecular extraido do tenddo bovino apresentou um padrdo supra-estrutural
consistindo de fibras orientadas.

Em pesquisa desenvolvida por Dubey et al., (1999), foi estudado in vitro o efeito de um
gel com fibras de coldgeno alinhadas magneticamente durante a fibrilogenese. Como resultado,
foi observado que a cultura de ganglio espinhal (sensitivo) sobre o gel promoveu o elongamento
de neuritos quando o campo magnético aplicado foi maior.

Em outro trabalho, Ceballos et al., (1999) testaram um gel de coldgeno magneticamente
alinhado no interior de um guia nervoso com a hipoétese de aperfeicoar a regeneragdo nervosa
periférica. As amostras de nervos regenerados com o gel magneticamente alinhado apresentaram
a formacao de fasciculos nervosos e, apesar do nimero de fibras mielinicas ser menor que as de
um nervo normal, foi possivel notar a rapida reabsor¢ao do implante de colageno.

Em contraste, considera-se que o colageno submetido a diferentes tratamentos pode nao
se apresentar auto-organizado em fibras orientadas helicalmente (Oliveira et al., 2005). O
colageno com organizacdo supramolecular utilizado neste trabalho, por meio do seu método de
producdo, ndo apresenta alteracdes em sua supra-estrutura e, por assim ser, mantém a
organizac¢do natural de fibras/feixes no seu arranjo helical.

Nossos resultados analisados pela imunocitoquimica e microscopia eletronica de
varredura (MEV) demonstraram que ¢ possivel desenvolver a cultura priméria de células de

Schwann sobre o coldgeno supra-organizado. Apesar dos nossos experimentos apresentarem
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menor numero de células sobre o colageno comparado ao grupo controle, estas aparentaram se
comportar fisiologicamente bem, expressando componentes da lamina basal (coldgeno IV,
laminina I e laminina II) e se ajustando nas camadas do substrato. Além disso, o coldgeno com
organizagdo supramolecular denota influenciar a rea¢do das células de Schwann em contato com
o mesmo, traduzido pelas adaptagdes morfologicas dessas células nos experimentos realizados.

Um aspecto importante ressaltado por Pierucci et al., (2008) com relacdo a cultura de
células de Schwann ¢ que sua morfologia pode variar de acordo com a superficie onde sdo
cultivadas. Estes autores relataram que as células de Schwann cultivadas em uma membrana
hidrofébica exibiram diferentes morfologias, podendo refletir negativamente na sintese de
fatores neurotroficos e na proliferacao celular. Interessantemente, a morfologia das células
cultivadas em nossa pesquisa exibiu o padrdo tipico das células de Schwann, além de outras
formas. Mas o que chamou a aten¢ao foram os prolongamentos das células de Schwann, os quais
se mostraram bem mais longos com comunicagdes entre si e se ajustando e se amoldando ao
relevo do colageno, sugerindo melhor aderéncia e coaptacdo destas células sobre o substrato. E
deste modo, as células de Schwann cultivadas sobre o coldgeno com organizagdo supramolecular
ainda foram capazes de expressar os componentes da matriz extracelular da mesma forma que as
células cultivadas sobre a placa de cultura (controle).

Sustentando o conceito de que um implante alinhado favorece a regenera¢do nervosa
periférica, Hadlock et al.,(2000) desenvolveram um trabalho utilizando um implante de colageno
orientado longitudinalmente por 5 canais associado a introducdo de células de Schwann com a
técnica de tubulizagdo. O material foi implantado em um espago de 7mm (medida semelhante a
deste trabalho) entre os cotos do nervo isquidtico de ratos Fisher. J& a regeneracdo axonal foi

avaliada 6 semanas pos-operatorio na regido central do tubo para ser comparada com o
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autoenxerto. Como resultado, a porcentagem de tecido nervoso pela area de seccdo transversa do
grupo com o implante de colageno com canais obteve a média de 26,3+10,1% comparado com o
autoenxerto, 23,8+3,6%. Ainda, as cé¢lulas de Schwann estavam presentes nos canais vistos com
a coloragdo de azul de toluidina em sec¢des histologicas longitudinais.

Todavia, os autores supracitados ndo trouxeram dados importantes relacionados ao
comportamento das células das células de Schwann como a EBM e a RZG. Em nosso estudo
obtivemos diferencas significativas com relacdo a espessura da bainha de mielina no grupo
TPCLF e na ocorréncia de uma igualdade intergrupos no intervalo de freqiiéncia 0,76 a 0,85um
com relagdo a RZG.

Com o gel de colageno magneticamente alinhado, Ceballos et al., (1999) testaram em um
periodo de 60 dias em camundongos a influéncia do alinhamento deste na regeneracdo nervosa
periférica através técnica de tubulizacdo. Os valores médios alcancados com relagdo a area de
seccdo transversa para todos os animais com o implante do gel de coldgeno magneticamente
alinhado foram maiores que os grupos que ndo apresentavam o implante. A contagem de fibras
mielinicas regeneradas foi significativamente maior comparado aos grupos controle, porém a
espessura da bainha de mielina foi menor comparado aos grupos sem o gel alinhado.

Nossos dados apdiam os resultados com relagcdo a area do nervo e o ntimero de fibras
regeneradas, sendo também maiores que o tubo de polietileno (TP). Mas, quando comparamos a
espessura da bainha de mielina, nossos valores divergem no sentido de que esta mensuracgao foi
significativamente maior no grupo com o implante de colageno com organizag¢do supramolecular
(TPCLF) nos maiores intervalos de freqiiéncia. Isto também pode ser notado em nossos

experimentos analisados pela microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de
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polarizagdo, o qual, além de revelar maior espessura da bainha de mielina, permitiu uma analise
pormenorizada da organiza¢do no nervo normal e no nervo em regeneracao.

No nervo normal pdde ser notada uma supra-organizacdo ondulada (formando crimps)
semelhante a tenddes e cordas tendineas (Vidal, 2003; Vidal & Mello, 2008; Vidal & Mello,
2009). Isto indica que o estado do coldgeno no microambiente do nervo periférico proporciona,
além do seu papel estrutural, uma funcdo diretora no ordenamento/direcionamento dos axonios
dentro do feixe nervoso. Um arranjo ainda ndo descrito em nervos periféricos. Com o implante
de coldgeno com organizagdo supramolecular, o microambiente do nervo como um todo se
mostrou mais compactado/organizado por mini-fasciculos formados por coldgeno melhor
distribuido e células perineurais. Além de possuir quantidade relativamente menor de matriz
extracelular e manifestar um padrdo direcionado para o nervo normal.

Talvez, com o suporte estrutural cedido pelo implante de coldgeno com organizagdo
supramolecular, as células de Schwann tiveram seu processo migratdrio antecipado e otimizado,
intensificando sua a¢do durante o processo regenerativo localmente. Para somar a esta hipotese,
nossos dados de imunoistoquimica através da marcagdo com o anticorpo anti-p75NTR
demonstrou maior reatividade das células de Schwann no grupo TPCLF durante o processo
regenerativo, indicando, novamente, que as células de Schwann sofreram influéncia do implante
de colageno com organizagdo supramolecular no processo regenerativo.

Tipicamente, materiais de implantes bioldgicos biodegraddveis e/ou biorreabsorviveis
com degradacdo in vivo tém efeitos marcantes sobre a resposta local e eventos de remodelagao
que determinam o resultado de eventos clinicos. O pequeno tempo de implanta¢do de implante
de matriz extracelular comumente apresenta uma diminuicdo na resisténcia que ¢

temporariamente associada com a répida degradagdo in vivo do implante. A degradacdo ocorre
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rapidamente com quase 50% do implante degradado em 1 més e a degradacdo completa em torno
de 3 meses (Badylak et. al,, 2009). Nos experimentos realizados nesta pesquisa, o implante de
colageno com organizagdo supramolecular apdés 60 dias implantados ndo foi percebida no
microambiente do nervo regenerado. Isto pode ser estimavel, pois segundo estes autores a
degradacdo fornece a percep¢do sobre o ritmo de producdo de nova matriz e, durante a
remodelacdo, a degradacdo do implante ocorre rapidamente. Neste passo, a matriz extracelular
recém formada tem a oportunidade de se organizar totalmente em conjunto com a diminui¢do
inicial da resisténcia do implante.

Tendo-se em vista o acima discutido, acreditamos que a técnica de tubulizagdo aliada ao
emprego de moléculas naturalmente organizadas da matriz extracelular demonstrou ser uma
abordagem admissivel no campo da reconstitui¢do nervosa periférica. O processo regenerativo
sobrevindo do implante de colageno com organizagdo supramolecular surtiu de forma dindmica,
permitindo a regenera¢do axonal enquanto nova matriz extracelular foi formada e o implante
reabsorvido, presumindo que a reorganizacdo do microambiente do nervo em regeneracdo
progredia para um modelo mais proximo do nervo isquiatico ileso. O implante de colageno com
organizagdo supramolecular teve uma relagdo ativa com as células de Schwann
influenciando/estimulando incisivamente o comportamento destas células tanto in vitro como in
Vivo.

O presente estudo abre, portanto, novas perspectivas para o emprego de moléculas com
organiza¢do supramolecular no processo de regenera¢do nervosa. Neste sentido, novos estudos
utilizando diferentes tipos celulares associados a essa matriz colagénica, tais como células gliais
e mesmo células tronco adultas, serdo realizados em nosso laboratorio no sentido de otimizar o

processo regenerativo e a recuperacao funcional apds axotomia periférica.
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Conclusades
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1) O colageno com organizagdo supramolecular apresentou predominantemente a
aparéncia de uma estrutura organizada em camadas sobrepostas ora mais ora menos compactadas
com grande varia¢do na disposi¢@o e conformagdo dos poros.

2) As células de Schwann cultivadas sobre o coldgeno com organizacdo supramolecular
apresentavam a morfologia variada desde seu padrdo tipico a formas ovoides com grandes
prolongamentos tortuosos e multiplos, estabelecendo comunicagdes entre si, sugerindo melhor
aderéncia e coaptagdo destas células sobre o substrato.

3) As células de Schwann foram capazes de sintetizar os componentes da lamina basal
quando cultivadas sobre o coldgeno com organizag¢ao supramolecular.

4) As fibras nervosas regeneradas do grupo AE foi superior aos grupos TP, TPCL e
TPCLF. O grupo TP obteve menor numero de fibras regeneradas em relagdo aos grupos TPCL e
TPCLF.

5) O tubo de poli caprolactona (PCL) aliado ao colageno com organizacio
supramolecular proporcionou melhor organizagdo do microambiente do nervo durante o processo
regenerativo. Em especial, a espessura da bainha de mielina mostrou-se superior nestes axonios
em relacdo aos grupos sem o implante de matriz extracelular.

6) O nervo periférico normal demonstrou haver uma supra-organizacdo. O padrdo
ondulado do nervo como um todo indica que as fibras coldgenas circundam as fibras nervosas
com uma composi¢ao helical tridimensional, cumprindo ndo s6 um papel estrutural, mas também
uma fung¢do no ordenamento/direcionamento dos axonios dentro do feixe nervoso, um dado nao
descrito até entdo em nervos periféricos.

7) No grupo TPCLF a amplitude da birrefringéncia do colageno destas amostras foi

visualmente mais elevada e as fibras apresentavam-se mais justapostas indicando um padrdo
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proximo ao do nervo normal. A disposi¢do mais agregada destes elementos, como resultado do
implante do colageno com organiza¢do supramolecular sugere um estdgio de organizagdo
tecidual mais avancado em relagdo aos demais grupos experimentais.

8) A imunomarcagdo, realizada em cortes longitudinais dos nervos regenerados,
demonstrou a expressdao dos anticorpos anti-S-100, anti-coldgeno IV, anti-laminina e anti-
neurofilamento em todos os grupos. Por meio do anticorpo anti-p75SNTR foi constatada a
reatividade das células de Schwann havendo maior intensidade da imunomarcagdo de expressao

dos componentes S-100, colageno IV, lamininas e neurofilamentos no grupo TPCLF.
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Figuras e tabelas



Figura 1 - Caracterizagdo do colageno com organizagdo supramolecular. (A) Fragmento de colageno utilizado pré-

implante in vivo. Escala=1mm. (B) Fotomicrografia de um corte transversal do colageno com organizacio
supramolecular sob microscopia de luz. Escala=100um. (C-F) Amostras do coldgeno com organizagio
supramolecular observados em diferentes profundidades de foco, da superficie para profundidade.

Escala=100pum.
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Figura 2 — (A) Imunocitoquimica em cultura purificada de células de Schwann utilizando o anticorpo anti-S-100

cultivadas 4 dias em meio proliferativo a 10% de soro fetal bovino (SFB) sobre a placa de cultura (controle)

e (B-D) sobre o colageno com organizagao supramolecular. Escala=100pm.
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Figura 3 — Imunocitoquimica em cultura purificada de células de Schwann utilizando os anticorpos anti-colageno

IV, anti-alPl (para laminina tipo I), anti-oa2f1 (para laminina tipo II) cultivadas 4 dias em meio
proliferativo a 10% de soro fetal bovino (SFB), (A, C e E) sobre a placa de cultura (controle) e (B, D e F)

sobre o colageno com organizagdo supramolecular. Escala=100pm.
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Figura 4 - (A-B) Micrografia eletronica de varredura do coldgeno com organizagdo supramolecular. (C-F)
Exemplos representativos de células de Schwann cultivadas sobre o colageno, (D) representa a micrografia

colorizada de (C) enquanto que (F) representa a micrografia colorizada de (E). Escala=10pm.
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Figura 5 - Vista panoramica dos nervos regenerados observados por microscopia de luz 60 apds a tubulizagdo. TP,
implante do tubo de polietileno (A e B), TPCL, implante do tubo de poli caprolactona (PCL) vazio (C e D),
TPCLF, implante do tubo de poli caprolactona preenchido com coldgeno com organizag¢do supramolecular

(E e F) e AE, autoenxerto de nervo periférico (G e H). Escala=100pm.
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Figura 6 — Microscopia eletronica de transmissdo nos diferentes grupos experimentais 60 dias apds a tubulizagdo

em diferentes aumentos. TP, implante do tubo de polietileno (A, E e 1), TPCL, implante do tubo de poli
caprolactona vazio (B, F e J), TPCLF, implante do tubo de poli caprolactona preenchido com colageno com

organizacdo supramolecular (C, G e K) e AE, autoenxerto de nervo periférico (D, H e L). Escala=5Spum.
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Figura 7 — Estimativa de fibras regeneradas nos diferentes grupos experimentais 60 dias pds-cirtirgicos (*p<0,05,

**p<0,01 e ***p<0,001 — teste “t”de student e teste “u” de Mann-Whitney). TP — implante do tubo de
polietileno, TPCL — implante do tubo de poli caprolactona vazio, TPCLF — implante do tubo de poli
caprolactona preenchido com colageno com organizagdo supramolecular ¢ AE — autoenxerto de nervo

periférico.
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Diametro das fibras
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Figura 8 — Distribuicdo de freqiiéncia do didmetro das fibras (DF) regeneradas nos diferentes grupos experimentais,
60 dias pos-cirurgicos. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de poli caprolactona
vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido com coldgeno com organizagdo

supramolecular ¢ AE — autoenxerto de nervo periférico.
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Tabela 1 - Distribuigdo de frequéncia do didmetro das fibras (DF) regeneradas nos diferentes grupos experimentais.

TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de poli caprolactona vazio, TPCLF —

implante do tubo de poli caprolactona preenchido com coldgeno com organizagdo supramolecular e AE —

autoenxerto de nervo periférico.

Intervalo de fregiiéncia (um)

Meédia em porcentagem e erro padrdo

TP TPCL TPCLF AE
05-15 8,14+2 5,95+1,45 1,640,26 12,68+1,68
1,51-2,5 24,3+1,57 25,1+1,94 20,67+1,91 29,4+3,52
2,51-35 28,42+1,53 28,95+1,17 31,8742,44 25,35+1,19
3,51-4,5 22,2+1,15 22,45+0,94 26,85+1,16 1742,43
451-55 11£1,22 9,612,02 11,71£1,62 8,52+0,98
551-6,5 4,14%0,57 5,4+1,32 5,5+1,02 4,6+1,36
6,51-175 1,51£0,31 1,85+0,72 1,41+0,49 1,4620,51
7,51-85 0,110,07 0,6+0,39 0,29+0,19 0,78+0,32
8,51-9,5 0,08+0,05 0,03+0,03 0,070,07 0,1£0,06
- - 0,06+0,06

9,51 -10,5
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Diametro do axonio
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Figura 9 - Distribuicdo da freqiiéncia do diametro dos ax6nios mielinicos (DAM) dos nervos regenerados nos
diferentes grupos experimentais, 60 dias pds-cirurgicos. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL —
implante do tubo de poli caprolactona vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido

com colageno com organizacdo supramolecular e AE — autoenxerto de nervo periférico.
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Tabela 2 - Distribuicdo de frequéncia do didmetro dos axonios mielinicos (DAM) regeneradas nos diferentes
grupos experimentais. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de poli caprolactona
vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido com coldgeno com organizagio

supramolecular ¢ AE — autoenxerto de nervo periférico.

Meédia em porcentagem e erro padrdo
Intervalo de fregiiéncia (um)

TP TPCL TPCLF AE
05-15 1,41+0,44 1,18%0,28 1,6+0,46 1,14+0,33
1,51-2,5 19,1+1,32 21,38+2,4 23,542,73 27,5+3,02
2,51-35 31,6+1,14 31,63+1,23 38,03+2,26 29,43+3,58
3,51-4,5 28,26+1,41 27,75+1,8 25+1,82 23,542,67
451-55 13,68+1,06 12,0942,23 9,04+1,93 11,05+1,54
551-6,5 4,51+0,72 4,34+0,92 2,37+0,86 4,97+1 44
6,51-175 1,23+0,22 1,27+0,46 0,36+0,25 1,43+0,73
7,51-85 0,12+0,05 0,27+0,23 0,03+0,03 0,71+£0,41
8,51-9,5 - 0,03+0,03 0,03+0,03 0,16+0,07

9,51 -10,5 - - - 0,06+0,06
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Espessura da bainha de mielina
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Figura 10 - Distribui¢do da freqiiéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) dos nervos regenerados nos
diferentes grupos experimentais, 60 dias pds-cirirgicos. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL —
implante do tubo de poli caprolactona vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido

com colageno com organizagdo supramolecular e AE — autoenxerto de nervo periférico.
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Tabela 3 — Distribuicdo de freqiiéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) dos nervos regenerados nos

diferentes grupos experimentais. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de poli

caprolactona vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido com colageno com

organizacdo supramolecular e AE — autoenxerto de nervo periférico.

Intervalo de freqiiéncia (um)

Média em porcentagem e erro padrdo

P TPCL TPCLF AE

0,05-0,15 0,03+0,03 - - 0,34+0,18
0,16 - 0,25 6,38+2,1 0,7+0,4 - 13,07+3.,3
0,26 - 0,35 39,89+7,38 14,4£5,9 0,09+0,04 43,89+4,06
0,36 - 0,45 23,96+2,87 32,74+£5,2 2,88+0,95 22,27+1,76
0,46 — 0,55 15,51+£3,15 27,97+3,19 19,75+5,26 11,3242,71
0,56 — 0,65 8,44+2,78 13,95+3,73 31,3+3,14 4,87+1,74
0,66 - 0,75 3,64+1,37 5,01£1,78 18,7+2,44 2,4+1,13
0,76 — 0,85 1,37+0,61 3,16+1,59 12,02+2,23 0,85+0,37
0,86 - 0,95 0,32+0,09 1,31+0,73 7,5+1,46 0,39+0,2
0,96 — 1,05 0,15+0,07 0,32+0,2 4,09+1,11 0,54+0,45
1,06 - 1,15 0,19+0,12 0,39+0,24 2,3+0,92 -
1,16 - 1,25 0,07+0,07 - 0,68+0,34 -
1,26 - 1,35 - - 0,3+0,18 -
1,36 - 1,45 - - 0,17+0,11 -
1,46 — 1,55 - - 0,1+0,06 -
1,56 - 1,65 - - 0,06+0,06
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Figura 11 - Distribuicdo da freqiiéncia razao

13

‘e”” (RZG) dos experimentos realizados nos diferentes grupos
experimentais, 60 dias pos-cirurgicos. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de
poli caprolactona vazio, TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido com coldgeno com

organizagao supramolecular e AE — autoenxerto de nervo periférico.
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Tabela 4 — Distribuicdo de freqiiéncia da razdo ‘g’ (RZG) dos nervos regenerados nos diferentes grupos

experimentais. TP — implante do tubo de polietileno, TPCL — implante do tubo de poli caprolactona vazio,

TPCLF — implante do tubo de poli caprolactona preenchido com colageno com organizagdo supramolecular

e AE — autoenxerto de nervo periférico.

Intervalo de frequéncia (um)

Meédia em porcentagem e erro padrdo

TP TPCL TPCLF AE
0,25-0,35 - - 0,03+0,03 -
0,36 - 0,45 - - 0,33+0,19 -
0,46 — 0,55 0,07+0,04 0,2+0,09 3,05+1,09 0,15+0,11
0,56 — 0,65 1,41+0,44 3,26+0,74 14,98+2,93 0,93+0,51
0,66 - 0,75 6,84+1,91 14,11£2,74 42,39+4,72 6,54+1,48
0,76 — 0,85 28,7+£5,23 46,89+4,75 36,08+7,59 29,25+6,63
0,86 - 0,95 60,24+6,72 35,19+7,91 3,11+1,27 55,09+5,56
0,96 — 1,05 2,67+0,81 0,32+0,15 - 8+3,9
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Figura 12 — Imunoistoquimica dos grupos normal (A, D, G e J), TPCL (B, E, H e K) e TPCLF (C, F, 1 e L), 60 pos-
cirargicos utilizando os anticorpos anti-S-100 (A-C), anti-p75NTR (D-F), anti-colageno IV (G-I) ¢ a dupla

marcagdo com os anticorpos anti-laminina e anti-neurofilamento (letras J-L). Escala=100um.
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Figura 13 — Analise de birrefringéncia do nervo isquiatico sob microscopia de polariza¢do nos grupos normal (A-
C), TPCL (D-I) e TPCLF (J-O). Birrefringéncia do nervo como um todo (A, D, G, J e M). Compensacao da
birrefringéncia para o colageno (B, C, E, H, K e N). Compensag¢éo da birrefringéncia para a mielina (letras

B,C,F, I, LeO). Escalas=10um ¢ 100um.
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