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RESUMO

Atualmente é consenso que a regeneragdo do Sistema Nervoso Periférico pode ser determinada pelas
propriedades regenerativas intrinsecas dos neurbnios e/ou pelas caracteristicas do microambiente do nervo, apéos
uma lesdo (Fawcett, 1992). Recentemente, Lu et al. (1990,1994), estudando as caracteristicas regenerativas de
varias linhagens isogénicas, observaram que a linhagem C57BL/6J apresenta uma baixa capacidade regenerativa
axonal apods a lesdo de um nervo periférico. Ndo ha, porém, dados conclusivos sobre os motivos intrinsecos que
promovem esta resposta. Este estudo teve como objetivo principal, dar subsideos para um melhor entendimento da
baixa capacidade regenerativa axonal apresentada pelos camundongos da linhagem C57BL/6J. Para isso, foram
realizados quatro tipos de transplantes de segmentos de nervos pré-degenerados, utililizando-se camundongos
isogénicos das linhagens C57BL/6J (C), BALB/cJ (B) e A/J (A), bem como seus descendentes F1 advindos do
cruzamento CxA e CxB. 1) isotransplantes utilizando os camundongos isogénicos das linhagens C (n=3), B (a=3)
e A (n=3); 2) entre doadores da linhagem C (n=6) e receptores F1 CxB (n=3) ¢ F1 CxA (n=3); 3) entre doadores
da linhagem B (n=3) e receptores F1 CxB (n=3) e 4) entre doadores da linhagem A (n=6) e receptores F1 CxA
(n=3). Apos anestesia com pentobarbital (50mg/Kg), todos os doadores de cada linhagem (C, n=6; B, n=3; A,
n=3) tiveram seu nervo ciatico esquerdo transeccionado ao nivel do ter¢o médio da coxa, sendo o coto proximal
implantado na musculatura adjacente com vistas a evitar-se qualquer processo regenerativo. Duas semanas apos a

transeccdo, os doadores foram reoperados, sendo o coto distal dissecado & um segmento de aproximadamente 7mm
retirado para o subsequente transplante. Paralelamente, os receptores tiveram seu nervo ciatico transeccionado ao
nivel do tergo médio da coxa, sendo implantado em seu coto proximal, com auxilio de um tubo de polietileno (TP)
de 3mm de comprimento (d.i.=0,76mm), o enxerto do animal doador. Quatro semanas apds o transplante, os
animais foram perfundidos transcardiacamente com solugdo fixadora (Kamovsky, paraformaldeido 2%,
Glutaraldeido 1%) e os nervos regenerados foram dissecados, seguindo a rotina para inclusio em resina (Araldite).
Foram obtidos cortes transversais do nervo presente na regido distal do TP sendo contado ¢ nimero total de
axonios mielinicos regenerados (IVAM). Cortes transversais ultra-finos da mesma regiio foram obtidos, sendo
quatto campos de cada espécime fotografados ao microscopio eletronico (X2000). Os negativos foram ampliados
(X3), medindo-se entdo, com auxilio de uma mesa digitalizadora e “software” (SigmaScan Measurement”), o
didgmetro dos axdnios mielinicos (DA) e a espessura da bainha de mielina (EBM). Os resultados mostraram ndo
haver diferengas significativas entre os pardmetros, nos grupos de isoenxerto: NAM (C=3136+287; B=2759+170,
A=2835+239); DA e EBM. Curiosamente, os resultados dos alotransplantes mostraram uma maior resposta
regenerativa axonal nos grupos onde os doadores eram C57BL/6J (C para F1 CxB=4658+304; C para F1
CxA=3899+198), quando comparada aquela apresentada pelo grupo onde os doadores eram B e os receptores F1
CxB (2595+300) [p<0,05]. Foram porém estatisticamente iguais aos obtidos quando os doadores eram A e os
receptores F1 CxA (3933+5635). Por outro lado, os valores da EBM ndo variaram entre os grupos tanto de iso
quanto de aloenxertos. Porém, o DA mostrou-se estatisticamente superior nos grupos de aloenxerto onde os
doadores eram C57BL/6J. A partir dos resultados obtidos, € possivel sugerir que provavelmente o ambiente
extracelular, incluindo as células ndo neurais, nio sio os maiores responsaveis pela baixa capacidade regenerativa
axonal apresentada pelos animais C57BL/6]. Tal deficiéncia portanto, pode ser fruto de uma incapacidade dos
axdnios em regeneragdo de reconhecerem os estimulos presentes no meio extracelular. Tal incapacidade pode estar

relacionada a problemas na sintese e/ou expressdo de fatores de alta afinidade para neurotrofinas, tais como trkA
para NGF, apés uma leséo.
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1.1 Aspectos gerais

Diversos estudos in vitro e in vivo tém evidenciado que tanto os neurdnios do
Sistema Nervoso Central (SNC) como os do Sistema Nervoso Periférico (SNP),
sobreviventes a uma determinada lesdo, sdo potencialmente capazes de formar novos
neuritos e restabelecer sinapses com outros neurénios ou 6rgios alvo (Aguayo et al. 1983;
Fawcett & Keynes 1990). Entretanto persiste o desafio de desvendar quais fatores

determinam e/ou limitam tal potencialidade.

A regeneracdo no Sistema Nervoso Periférico se faz através de uma sucessdo de
eventos que envolvem a regeneragdo dos ax0nios e a reorganizagdo do restante do tecido
do nervo. Apos uma axotomia desenvolve-se, distalmente 4 les#io, um processo conhecido
como "degeneragdo Walleriana", caracterizada pela invasio de macrofagos ¢ pela
multiplicagdo das células de Schwann (CS) (Madison & Archibald, 1994; Son &
Thompson, 1995). Os macréfagos irfio fagocitar os residuos de mielina e dos ax6nios em
degeneragdo. As CS por sua vez, também desenvolvem atividade fagocitaria, multiplicam-
se e passam a se organizar no interior de tubos de membrana basal, formando as chamadas
"bandas de Biingner" (Guth, 1956). A seguir, os axdnios em regeneragdo invadem essas
estruturas, justapondo-se entre a membrana plasmatica das CS e a respectiva membrana
basal. A medida que se restabelece a interagdo entre os axdnios e as CS, estas dltimas
passam a formar a bainha de mielina ao redor dos axénios. Concomitantemente, a

reorganizagdo do epineuro, perineuro, € vasos sanguineos tendem a restabelecer a
homeostase do nervo.

Todos estes eventos morfoldgicos observados durante o processo regenerativo do
nervo sdo mediados por diversas moléculas que funcionam como sinalizadoras, ativadoras

e mantenedoras do crescimento axonal ¢ da constdncia do microambiente de regeneragdo
(Fawecett & Keynes, 1990).
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1.2 Estrutura morfofuncional dos nervos periféricos

1.2.1 Bainhas conjuntivas

Os nervos periféricos sdo formados por axdnios associados a CS, envoltos por trés
bainhas distintas de tecido conjuntivo. A camada mais externa, a qual envolve os
fasciculos nervosos, ¢ denominada epineuro. Ela é composta por fibroblastos, vasos

sanguineos e fibras colagenas tipo I dispostas paralelamente em relagdo aos axonios.

No epineuro, os fibroblastos organizam-se em camadas concéntricas, separadas

pelas fibras colagenas, dispostas longitudinalmente, promovendo um reforgo estrutural.

Além disso, as células epineurais possuem um perfil fusiforme, reticulo endoplasmatico
rugoso desenvolvido e ndo apresentam ldmina basal (Peters et al., 1976). Os vasos
sanguineos que nutrem os nervos periféricos penetram o epineuro ¢ emitem vAarios ramos.

Aqueles de menor calibre prosseguem seu curso, entrando numa segunda bainha de tecido

conjuntivo, o perineuro.

O perineuro apresenta uma organizagdo semelhante ao epineuro, porém, as células
perineurais possuem caracteristicas morfofuncionais peculiares. Apresentém um perfil
fusiforme e também dispGem-se em camadas concéntricas em relagdo as fibras nervosas,
porém so envoltas por uma lamina basal. Entre as sucessivas camadas celulares sfo
encontradas fibras de colageno tipo I e tipo III (Peters et al., 1976; Montes et al., 1984).
Além disso, as células presentes nas camadas mais profundas do perineuro exibem

citoplasma levemente granuloso, algumas mitocdndrias e grupos de vesiculas de diferentes
tamanhos, justapostas (Carpenter, 1988).

Vérios autores, ao estudarem as caracteristicas morfofuncionais do perineuro,
concluiram que esta bainha conjuntiva é extremamente importante na manutengio da
homeostase do nervo (Oldfors & Johanson, 1979). Particularmente, Oldfors & Johansson

(1979), ao estudarem as propriedades ligadas a permeabilidade do perineuro, em nervos
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ciaticos de ratos, observaram que este atua como uma barreira seletiva ao transito de
substdncias do e para o endoneuro. Verificaram que estas macromoléculas sé conseguem
difundir-se através do perineuro com muita lentidio e que a passagem de certas
substancias ¢ feita com gasto de energia e através de pinocitose. Tais fatos devem-se em
particular & presen¢a de "tight junctions” entre as células perineurais, o que dificulta a

passagem de substancias de alto peso molecular.

O terceiro elemento conjuntivo ¢ denominado endoneuro, o qual constitui-se num
tecido que apresenta intimo contato com as fibras nervosas presentes no fasciculo. O
endoneuro € composto por delicadas fibras de colageno do tipo III (Montes et al., 1984),

geralmente dispostas longitudinalmente em relagdo a fibra nervosa, cercadas por uma

substincia amorfa e homogénea. Encontram-s¢ poucos fibroblastos, destituidos de

membrana basal, dispersos ao acaso e, eventualmente, mastocitos e macréfagos residentes
(Junqueira et al., 1979; Carpenter, 1988; Monaco et al., 1992).

Igualmente aos capilares perineurais, aqueles do endoneuro apresentam células
unidas por "tight junctions". Devido a estas caracteristicas, acredita-se na existéncia de
uma barreira hemato-nervosa, a qual seria responsavel por um controle seletivo da entrada

e saida de substincias no microambiente do nervo, contribuindo pois, para a homeostase

deste.

1.2.2 O axénio, a célula de Schwann e a bainha de mielina

O axonio ¢ uma extensdo longa e delgada do corpo celular do neurdnio capaz de
transportar informagdes quimicas e elétricas a longas distancias. Origina-se de uma regifo
especializada do protoplasma denominada cone de implantagdo. Desde a sua porgdo
inicial, caracteriza-se por conter neurofilamentos e microtibulos, reticulo endoplasmético
liso, mitocondrias, vesiculas, ¢ por ndo possuir reticulo endoplasmatico rugoso

(Carpenter, 1988). Ao atingir o Orgdo efetor, o axOnio toma-se uma estrutura
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arborescente, denominada terminagio axonal ou telodendro. Nesta terminagdo ocorre o

contato entre a célula nervosa e o tecido alvo, através das sinapses.

No nervo, os ax6nios podem ser mielinicos ou amielinicos, dependendo de suas
relagbes com as CS. Num ax6nio mielinico, que em geral possui um didmetro maior que
1,0 micrémetro, as CS, dispostas seqilencialmente, formam ao seu redor uma estrutura
tubular denominada bainha de mielina. As CS vizinhas estdo separadas umas das outras
por intervalos destituidos de mielina e parcialmente cobertos por digita¢Ses laterais do seu
citoplasma. Estes espa¢os sdo denominados nodos de Ranvier (Landon & Hall, 1976;
Peters et al., 1976).

Os ax6nios amielinicos apresentam um tipo especial de relagio com as CS. Neste
caso, uma CS, através de proje¢des citoplasmaticas, envolve total ou parcialmente enfre 5
e 25 axOnios, ndo havendo a formag#o da bainha de mielina. Como resultado, estes
axOnios encontram-se individualmente alocados no interior de sulcos ou canais formados

pelas expansdes do citoplasma das CS (Peters et al., 1976).

As relag8es entre os axdnios e as CS sdo estabelecidas muito precocemente. Isto
ocorre no processo de formagio do proprio SNP, quando os neurénios jovehs, derivados
da camada ventricular do tubo neural, emitem seus axdnios emn diregdo aos respectivos
orgdos efetores (Le Douarin, 1982). As CS, derivadas da crista neural migram
concomitantemente aos axdnios e a eles se associam. Enquanto estio em processo
migratério, ndo possuem ldmina basal, apresentando um aspecto ovéide. Somente apos

sua associagdo com um ou mais axdnios, elas passam a apresentar aspecto fusiforme e
lamina basal (Webster & Favilla, 1984).

Caso essa associagdo leve & formagdo de bainha de mielina, inicialmente ocorre o
posicionamento do axdnio num sulco formado por uma projegdo do citoplasma da CS.
Com a fusdo das bordas do sulco forma-se um mesaxénio, que alonga-se e cresce em

espiral, a0 redor do axénio. O nimero de voltas determina a espessura da bainha de
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mielina, sendo esta proporcional ao calibre do axdnio em questdo. Além disso, em secgbes
longitudinais de axdnios, observa-se determinadas estruturas em forma de cunha,
denominadas incisuras de Schmidt-Lantermann. Estas representam pequenas porgdes de

citoplasma das CS aprisionadas durante a formago da bainha de mielina,

Sabe-se que, no SNP, a indugéo da produgido da bainha de mielina é dependente do
contato axonio/CS (Aguayo et al.1977; Bray et al., 1987). Lemke & Chao (1983) e mais
recentemente Gupta et al. (1993), investigando os eventos envolvidos nesta indugdo,
concluiram que o cAMP atua como um mensageiro intermediario entre o ax6nio e a CS,
promovendo assim a ativagdo dos genes responsaveis pela sintese de proteinas

componentes da bainha de mielina, particularmente PO e MBP (proteina basica de

mielina),

Concomitantemente aos processos ja descritos, ocorre o desenvolvimento de uma
membrana basal, produzida pelas CS, que reveste externamente tanto os conjuntos
amielinicos quanto os ax6nios mielinicos. Esta ¢ continua, ndo sendo interrompida nem
mesmo nos nodos de Ranvier. A membrana basal é uma matriz extracelular muito
complexa, composta por colagenos (tipos IV e V), glicoproteinas ¢ proteoglicanos. Pode
ser dividida em trés camadas distintas: a primeira é a lamina licida, que constitui-se numa
regifo mais clara quando observada ao microscépio eletrénico, possuindo de 20 a 40
nandmetros de espessura. A segunda ¢ a lamina densa (ou basal), localizada numa posigdo
intermedidria (entre a 14mina licida e a l4mina reticular). Possui uma espessura de 20 a
100 nandmetros, é elétron-densa e contém uma complexa malha de filamentos. A terceira
¢ a lamina reticular (ou licida interna), que igualmente & 1dmina licida, apresenta-se
brilhante ao microscopio eletrdnico. Sua espessura é varidvel, localizando-se entre a

ldmina densa e o endoneuro (Martin & Webster,1973).

A membrana basal também constitui uma importante barreira seletiva na troca de

substincias entre as fibras nervosas e o seu meio externo (Oldfors & Johanson , 1979).
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Além disso, durante o processo regenerativo axonal, serve de orientagdo para os axdnios

em crescimento (Gorio, 1984).
1.3 A Iesdio nervosa periférica
1.3.1 Classificacio

Seddon (1943), classificou a lesfo nervosa periférica segundo trés graus: O
primeiro tipo de lesdo € aquela onde ha um bloqueio localizado da condugio do impulso
nervoso causada pela compressdo do nervo, sendo denominada Neuropraxia. O segundo

tipo de les3o € aquele em que ocorre uma interrupgdo acentuada da condugdo nervosa,

provocada pelo esmagamento do nervo, sendo denominada Axotomia. O terceiro tipo de
lesfo, a chamada Neurotomia, ¢ a mais severa, consistindo na transec¢fo total do nervo, o

que Ieva 3 interrup¢do da transmissdo de impulsos elétricos em todos os axdnios.

Na neuropraxia a probabilidade de retomada total da funcionalidade ¢ alta. Isto
porque, em geral, os ax6nios nfo sfo essencialmente atingidos, ndo ocorrendo assim sua
degeneragdo. Na axotomia, a possibilidade de regeneracio também ¢ relativamente
grande, porém o tempo para que isto ocorra é maior, j& que nesta lesdo ha transecgio de
axdnios ¢ conseqiientemente desenvolvimento da degeneragio Walleriana. Neste caso,
logo apds a lesdo, a regifio atingida caracteriza-se por apresentar varios aglomerados
densos de fibras de coldgeno, pouco material protoplasmatico € membranas basais (Haftek
& Thomas, 1968). Sabe-se que a preservago tanto das membranas basais quanto do
perineuro, apés a lesdo, ¢ fundamental para a regeneragdo axonal, pois estes servem de
guia para os neuritos em crescimento (Ide, 1983). Finalmente, apos uma neurotomia, a

probabilidade de regeneragdo, sem a utilizagdo de algum tipo de tratamento cirfirgico, ¢
muito pequena. Isto deve-se & severidade da lesdo decorrente da total desconexdo entre o

coto proximal € o coto distal, 0 que provoca o rompimento da continuidade da membrana

basal (essencial para uma plena regeneragdo nervosa), dos vasos sanguineos e demais
elementos estruturais do nervo.
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1.3.2 Alteragdes proximais

Apos uma lesdo do nervo, o corpo cehilar dos neurdnios comprometidos apresenta
uma série de modificagdes morfofuncionais, caracterizadas pela cromatolise. Esta
corresponde a desintegragdo da substincia de Nissl, causada pela dispersdo dos
ribossomos pelo citoplasma e reticulo endoplasmatico rugoso e ao aumento da basofilia
(Torvik, 1976). Além disso, ha um aumento do volume do nucleo e nucléolo,
acompanhado pela migragdio do primeiro para a periferia celular. Embora o significado
funcional destas alteragSes sejam ainda pouco compreendidas, estas tém sido atribuidas a
eventos fisiologicos celulares ligados a sintese protéica e ao transporte axoplasmatico,

cujo resultado final pode levar a regeneragfio ou & morte neuronal (Fawcett & Keynes,
1990).

A regido do nervo adjacente 3 transecgdo, inicialmente fica intumescida devido ao
traurna. Na extremidade do coto proximal os axdnios transeccionados apresentam um
vazamento de material axoplasmatico imediatamente apos a lesdo. Este, por sua vez, cessa
apos alguns minutos com a reorganizagdo da membrana plasmatica dos axo6nios.
Alteragtes degenerativas retrogradas podem atingir os axdnios, ficando este fendmeno,
em geral, restrito apenas 4 porgdo mais proxima a lesdo (Waller, 1850). Numa segunda
etapa, cada axénio poderd iniciar seu processo de regeneracdio, emitindo dezenas de

ramificagdes que tenderdo a invadir o coto distal (Cajal, 1959).

1.3.3 Alteracdes distais

No coto distal, os axfnios transeccionados, desconectados de seu centro tréfico,
entram em processo autolitico. Estudos ultra-estruturais do nervo ciatico demonstraram
que a primeira alteragdo degenerativa ¢ um actumulo de mitocéndrias no axoplasma dos
nodos de Ranvier. Tal fato foi observado por Donat & Wisniewski (1973), estudando a

degeneragdo Walleriana em nervos cidticos de coelhos e gatos. Apés transecgdo, os nodos
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de Ranvier apresentavam agregados granulares, vindo da regifio paranodal e do axoplasma

internodal adjacente, correspondendo a mitocondrias e corpos densos (Carpenter, 1988).

Em seguida, ocorre retragdo da bainha de mielina, segmentagdo do axoplasma e
rompimento das mitocondnas. Aproximadamente doze horas apos a lesdo, o axdnio esta
inchado e deformado, apresentando um aumento das incisuras de Schmidt-Lanterman,
afrouxamento das lamelas de mielina e retragdo das bainhas de mielina em dire¢8o aos
nodos de Ranvier. Dentro de trés a sete dias a bainha de mielina e os ax6nios estardo

totalmente fragmentados em segmentos elipséides (Carpenter, 1988).

Ainda ndo foram encontradas evidéncias conclusivas sobre o padrio da

degeneragdo Walleriana, isto €, se ela progride de maneira centrifuga ou centripeta & leséo
(Cajal, 1959, Donat & Wisnieski, 1973; Sunderland, 1978, Lunn et al., 1990). Contudo,
Donat & Wisnieski (1973) propuseram que a degeneragio Walleriana nfo pode ser vista
como um processo uniforme, possuindo diregio definida. De acordo com esses autores,

tal processo ¢ irregular, ndo apresentando pois, um padrfo rigoroso de propagagao.

Uma importante caracteristica da degeneragdo Walleriana, ¢ a mudanga de
comportamento das CS. Seu citoplasma hipertrofia, novas organelas sfo produzidas e os
movimentos citoplasméticos aumentam. Estudos ultraestruturais dessas CS ativadas por
algum tipo de lesfo, revelaram que a camada adaxonal hipertrofiada da CS invade o
axdnio contribuindo efetivamente para sua degradagfo (Lubinska, 1982). De acordo com
Singer & Steinberg (1972), estas potencialidades citoliticas sdo reprimidas, em fibras
intactas, por um fator tréfico sintetizado no pericério neuronal, de onde ¢ distribuido por
todo o comprimento do axdnio. Enquanto liberado pelo axénio, mantém quiescentes as

CS, garantindo assim a morfologia normal do nervo.

Lubinska (1977) concluiu que os efeitos degenerativos de uma neurotomia
dependem da altura onde esta foi realizada. Isto significa que uma lesso feita proxima a

medula, refletiria numa degeneragdo mais lenta, uma vez que a quantidade de fator tréfico
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inibidor da motilidade das CS seria relativamente alto quando comparado com uma regido
distante dos corpos celulares. JA uma lesdo préxima ao Orgo efetor promoveria uma

reagdo degenerativa intensa em tempo muito menor.

Estudos mais recentes porém, tém enfatizado a importéncia das intera¢Ses celulares
entre axdnios e CS como reguladores da manutengfo deste equilibrio, tanto no
microambiente do nervo integro quanto naquele em regeneragdo. Sabe-se que o
restabelecimento do contato axdnio-CS em nervos previamente transeccionados, promove
um acentuado aumento na sintese das proteinas Po e MBP, enquanto que nas CS ainda
desconectadas de axdnios, estes elementos mostram-se em niveis muito reduzidos (Lemke
& Chao, 1988; Gupta et al., 1993)

Juntamente com as CS, e certamente de modo muito mais intenso, os macréfagos
também participam do processo de autdlise, fagocitando a bainha de mielina e os demais
fragmentos resultantes da degeneracdo Walleriana. Inicialmente, o processo fagocitico é
mtenso mas, 4 medida que a remogfo dos residuos vai sendo completada, os macréfagos

comegam a retornar aos capilares sangiiineos (Stoll et al., 1989).

Viérios estudos tém comprovado a importincia dos macréfagos no desenvolvimento
da degeneragdo Walleriana. Em um importante estudo experimental, Beuche & Friede
(1984), observaram que segmentos de nervo colocados em recipientes de milipore,
implantados intraperitonialmente, nfo desenvolviam normalmente a degeneragio
Walleriana, apresentando ax6nios e bainha de mielina praticamente intactos apos varios
dias. Tal processo degenerativo apenas transcorria normalmente se os poros dos

recipientes de millipore fossem suficientemente grandes para permitir o influxo de
macrofagos.

Os resultados obtidos por Beuche & Friede (1984), foram posteriomente
confirmados por White et al., 1989 e mais recentemente por Dahlin (1995). Este , através

de experimentos onde o influxo dessas células no microambiente nervoso lesionado foi
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impedido, também ressaltou a importancia dos macrofagos no processo de degeneragéo
Walleriana e sua influéncia num subsequente processo regenerativo axonal. Para isso,
segmentos de nervos ciaticos foram introduzidos em recipientes de milipore com 0,22um
de didmetro de poros, sendo implantados subcutineamente. Passados trés dias ou duas
semanas, estes segmentos foram recuperados e implantados no nervo ciatico contra-lateral
dos mesmos animais. Os resultados obtidos mostraram haver um menor crescimento
axonal nesses nervos, comparativamente aqueles que receberam enxertos onde a

degeneragdo Walleriana transcorreu normalmente.

Ao final da degeneragdo Walleriana, as CS se alongam e se justapdem através de

seus processos citoplasmaticos, formando no interior dos tubos de membrana basal algo

semethante a uma corrente. Tais estruturas, no interior do coto distal, formam os
denominados corddes de Biingner ou bandas neurilemais. Estudos subsegiientes
comprovaram que os axdnios em regeneragdo crescem ao longo dessas bandas, sejam eles
mielinicos ou amielinicos (Ide, 1983; Ide et al.,, 1983; Ide et al., 1990; Son & Thompson,
1995).
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1.4 Imunobiologia do Transplante de Nervos

O estudo de transplantes experimentais de nervos periféricos tém sido de grande
valia para um melhor entendimento dos fatores promotores e limitantes da regeneragdo do
SNP, assim como do papel relativo dos componentes celulares neural € ndo neural neste

processo (Glass et al., 1993; Evans et al., 1994).

Basicamente existem quatro tipos de transplantes de tecidos ou drgdos,
classificados de acordo com a procedéncia do enxerto e do receptor: denomina-se
autoenxerto, o procedimento onde o doador e o receptor so o mesmo individuo;

isoenxerto, quando o doador e o receptor pertenicem a linhagens isogénicas ou sdo irmios

univitelinos; aloenxerte, quando o doador e o receptor apenas pertencem a mesma espécie

e xenoenxerto, quando o doador e o receptor sdo de espécies distintas (Roitt et al., 1993).

Sob o ponto de vista clinico e experimental, a maior barreira a ser superada no
emprego dos alo e xenoenxertos € a resposta imunolégica do receptor, a qual desencadeia
uma série de reagdes que levam & rejei¢do e subsequente necrose do enxerto. Através de
estudos baseados em alotransplantes de pele, ficou claro que o mecanismo pelo qual o
tecido estranho ¢ eliminado envolve uma reagdo ativa do sistema imunolégico do receptor,
exibindo tanto especificidade quanto memoria (Medawar, 1944; Barker & Billingham,
1971). Subsequentemente & detecgdo do aloantigeno pelo sistema imunoldgico do
receptor, o enxerto pode ser destruido por células inflamatérias ativadas, por oclusdo
vascular causada por infiltrados inflamatérios e/ou por fatores citoliticos secretados por
células inflamatérias ativadas (Rosemberg & Singer, 1992). De fato, as bases
imunolégicas para o reconhecimento do aloantigeno foram melhor entendidas com a

identificagdo dos genes responsaveis pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade,

assim como da natureza de seus produtos (Takahata et al., 1993).

Na tentativa de minimizar tal processo, também presente nos transplantes de nervos

do SNP, foram propostos diversos pré-tratamentos do enxerto, tais como, pré-denervagio,
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conservagdo do enxerto em meio de cultura, irradiacdo ¢ congelamento-descongelamento
(Evans et al.,1994).

A partir de estudos experimentais com linhagens de animais isogénicos, observou-
se que a resposta imunoldgica associada ao reconhecimento de enxertos como prdprios ou
ndo-préprios, modificava-se de acordo com tipo de transplante realizado (Roitt et al,,
1993). Assim puderam ser postuladas as seguintes leis fundamentais do transplante:
1)Quando células ou 6rglos sdo transplantados entre individuos da mesma linhagem
isogénica nfo ha rejeigdo; 2) Quando células ou oOrglos sdo transplantados entre
individuos de linhagens isogénicas diferentes, sempre observava-se rejei¢do; 3) ao

utilizar-se como receptores, animais F1, ndo ha rejeigdo dos enxertos advindos das

linhagens isogénicas parentais e 4) quando sfo utilizados como doadores animais F1, e

receptores, animais parentais, os enxertos s&o sempre rejeitados.

Atualmente, entende-se que a rejei¢o de um enxerto € promovida principalmente
por disparidades entre o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe [
e/ou 1I e eventualmente também de alguns complexos de histocompatibitidade secundarios
do tecido doador comparado ao do receptor (Barcker & Billigham, 1971). Singh et al.
(1977a, b, 1981) ao estudar a raca de cdes beagle (ndo isogénicos), observou que
diferengas no MHC levavam a rejeigiio de aloenxertos de nervos. Em ratos isogénicos
apresentando apenas diferengas nos complexos de histocompatibilidade secundérios, os
axdnios de neurdnios sensitivos transplantados sobreviviam ou eram rejeitados muito
tardiamente (Zalewski & Silvers, 1977). Por outro lado, aqueles transplantados entre

animais com MHC distintos eram prontamente rejeitados (Zalewsky, 1971; Zalewski &
Gulati, 1980).

O processo de resposta do sistema imunolégico do receptor ao aloenxerto pode ser
basicamente dividido em duas fases; inicialmente o aloreconhecimento, seguido de uma
resposta efetora resultante, a qual geralmente leva a eliminagio do enxerto. Acredita-se

que os linfécitos T desempenhem um papel crucial no processo de rejeigio de um enxerto,
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o qual pode ocorrer de maneira direta ou indireta. A primeira refere-se ao reconhecimento
do enxerto como ndo proprio pelas células T do receptor, via MHC. O reconhecimento
indireto, recentemente proposto como uma importante via para o processo de rejeigdo,
refere-se ao reconhecimento e processamento do peptideo do MHC do doador , o qual
passa a ser apresentado pelas células apresentadoras de antigenos (APC) (Kahan, 1991).
Dois subgrupos de células T, T helper (CD47) e T citotéxica (CD8"), preferencialmente
interagem com o antigeno associado ao MHC classe I ou II, respectivamente.
Adicionalmente ao reconhecimento do alopeptideo, a ativagfio das células T requer sinais
auxiliares. A interagdo da célula T helper com a APC apropriada leva 4 sua ativacfio; uma
vez ativada, passa a secretar uma série de citoquinas (eg, IL-2) as quais irfio estimular uma

cascata molecular e celular promovendo um progressivo infiltrado de células

imunocompetentes no enxerto (Bach & Sachs, 1987; Hayry et al., 1989),

Muitos dos primeiros trabalhos sobre transplantes de nervos presentes na literatura
precederam os conhecimentos basicos da imunologia dos transplantes. Devido a esse fato,
foram utilizados animais ndo isogénicos ou pertencentes a pequenas coldnias com alto
grau de cosanguinidade, 0 que comprometeu a correta interpretagdo dos resultados
obtidos, uma vez que sucessos obtidos com aloenxertos poderiam ter sido resultado de
histocompatibilidade devido ao alto grau de parentesco (Evans et al., 1994). A
importancia da escolha correta dos modelos experimentais, levando em conta o grau de
parentesco e isogenicidade, ocorreu inicialmente em experimentos de transplantes de pele,
sendo seguidos por drgdos sélidos e posteriormente empregados no sistema nervoso, em

transplantes de nervos (Barker & Billingham, 1971; Pollard & McLeod, 1980; Glass et al,
1993).
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1.5. Regeneracio nervosa periférica

Os neurdnios do Sistema Nervoso Periférico sdo células potencialmente capazes de
iniciar a regeneragdo de seus ax0nios poucas horas apos uma axotomia. Os primeiros
brotamentos axonais do coto proximal advém dos nodos de Ranvier mais proximos do
local lesionado, através do espago deixado por uma retragdo parcial das CS. Cada
brotamento axonal emite a partir de sua extremidade, diversas proje¢es promovendo a
formagdo de uma estrutura denominada pela primeira vez por Cajal, em 1890, como

sendo "cone de crescimento” (Cajal, 1890 apud Fawcett & Keynes, 1990).

O "cone de crescimento” € dotado de motilidade e a ele tem sido atribuida a fungio

de detecgio dos sinais fisicos e bioquimicos necessrios 4 orientagdo ¢ a0 crescimento do
axdénio em diregdo ao alvo periférico (Lockerbie, 1987; Dodd & Jessel, 1988). A sua
superficie € ainda capaz de sequestrar e internalizar substéncias do meio circundante que
poderdio ser transportadas retrogradamente (Bunge, 1977). Conforme ja citado, €
mmportante destacar que os ax0dnios em regeneragdo crescem através dos tubos
endoneurais, no espago compreendido entre as CS e suas respectivas membranas basais
(Nathaniel & Paese, 1963; Haftek & Thomas, 1968).

Para a ocorréncia dos fendmenos acima descritos, além de outros pré- requisitos,
hé necessidade de um microambiente propicio para receber e sustentar o processo
regenerativo (Fachtt & Keynes, 1990). Neste microambiente do sistema nervoso
periférico, através do qual os axdnios sfio capazes de regenerar, estdo presentes as CS e
suas respectivas membranas basais, fibroblastos, fibras de coldgeno e outros elementos da
matriz extracelular. Além disso, no inicio do processo regenerativo estio presentes no
microambiente restos de mielina, axdnios em degeneragdo e células fagociticas (Fawcett
& Keynes, 1990). Os clementos celulares ndo neurais, principalmente as CS, sdo
responsaveis pela produgdo de uma gama de moléculas denominadas fatores troficos e

fatores promotores de neuritos, tais como NGF, BDNF, NT-3, NT-4, etc. (Funakoshi et al,
1993).
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Dos elementos acima citados, as CS sdo fundamentais, j& que os fibroblastos, as
células perineurais ¢ as membranas basais isoladas, parecem incapazes de sustentar
adequadamente a regeneragdo axonal. Tal fato foi comprovado por diversos autores,
através de transplantes de segmentos de nervo tratados por congelamento, com vistas a
‘eliminar os elementos celulares (Gulati, 1988; Hall, 1986; Ide et al., 1983). Estes estudos
mostraram que, apos o transplante, ocorria a regeneragdo dos axoOnios, porém apenas
quando acompanhadas por CS provenientes do receptor. Particularmente, Hall (1986)
mostrou que, caso esse processo migratorio fosse impedido por tratamento com agentes

citotoxicos, a regeneragdo axonal ndo ocorria .

Recentemente, Abernethy et al. (1994) e Madison & Archibald (1994), utilizando

o modelo experimental da tubuliza¢do, comprovaram que as CS sdo capazes de responder
a estimulos presentes no microambiente do nervo em degeneragéio, migrando em diregio 4
regido lesionada, participando efetivamente na preparagdo deste microambiente para um

eventual processo regenerativo.

Um papel também muito importante das CS na regeneragfo nervosa periférica foi
comprovado pela observagdo de que no nervo normal, os niveis de NGF (Nerve Growth
Factor), seus receptores e respectivos RNA mensageiros apresentavam-se em pequenas
quantidades, ao passo que aumentavam vigorosamente apds processos lesivos que
provocavam axotomia (Heumam et al., 1987; Raivich & Kreutzberg, 1987). Além disso,
Taniuchi et al. (1988) demonstraram que a expressdo do receptor de baixa afinidade para
NGF pela CS parece ser controlada pelo contato axonal; aﬁés a lesdo do nervo, o namero
desses receptores, nas CS, aumenta significativamente com a degeneragio das fibras,

reduzindo-se posteriormente quando o contato axonal € restabelecido.

Concomitantemente a0 aumento da produgdo de NGF apds uma axotomia,
Funakoshi et al. (1993) observaram alteragGes substanciais nas quantidades de outros
fatores neurotréficos no nervo, distalmente a lesdo, bem como de seus receptores de alta

afinidade nos axénios em regeneragdo. De fato, o estudo da produgéio e secregio de outras
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moléculas neurotréficas pelas CS, que parecem ter uma atuagéio expressiva na regeneragio
axonal, tais como o BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (Neutrophin 3) e
CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) , vem sendo um importante e ativo campo de pesquisa
nos ultimos anos (Beck, 1994).

Paralelamente a todas as alteragGes celulares desencadeadas por uma lesdio a um
nervo periférico, ocorre uma extensa produgéo e rearranjo de diversos componentes da
matriz extracelular, tais como coldgeno, laminina, 4cido hialurbnico e proteoglicanos.
Particularmente a laminina constitui-se numa molécula comprovadamente importante nos
eventos subsequentes a axotomia, estando presente na composi¢io das membranas basais

das bandas de Biingner e das CS (Salonen et al, 1987, Tona et al, 1993),

Atualmente € consenso que importantes fatores responsaveis pela regeneracio dos
axOnios periféricos residem principalmente na matriz extracelular do nervo, nos
macréfagos e nas CS (Varon 1985; Perry et al. 1987; Bunge et al. 1989; Sanes 1989;
Fawcett & Keynes 1990). Para o estabelecimento deste consenso foram particularmente
importantes os experimentos realizados no inicio da tltima década, mostrando que os
neurdnios do sistema nervoso central s3o capazes de regenerar seus axonios e estendé-los
por distdncias relativamente longas no interior de nervos, embora no o sejam no interior
do tecido nervoso central (Richardson et al. 1980; Weinberg & Reine 1980; Wendt et al.
1981; David & Aguayo, 1981; Benfey & Aguayo 1982).

Por outro lado, grande énfase vem sendo dada também as propriedades
regenerativas intrinsecas dos neurfnios, as quais podem ser determinantes da
potencialidade do crescimento axonal (Fawcett, 1992). Um exemplo marcante pode ser
encontrado em anfibios, onde os axdnios do nervo e trato dptico sdo capazes de regenerar

¢ organizar substancialmente a proje¢do retinotectal, enquanto outros axénios do sistema

nervoso central apresentam um potencial apenas pouco superior aquele dos mamiferos.
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Neste sentido, sdo descritas na literatura algumas linhagens de camundongos
isogénicos que, em decorréncia de determinadas mutagdes, apresentam deficiéncias
neuroldgicas periféricas (Sidman et al. 1965). A linhagem de camundogos BALB/c
Trembler, por exemplo, descrita por Ayers & Anderson (1973), apresenta uma neuropatia
hipertréfica de carater hereditario dominante. Low (1976 a,b) concluiu, a partir de estudos
histopatolégicos, que essa neuropatia nos camundongos Trembler era causada por um
defeito primério das CS. Através de elegantes experimentos, Aguayo et al. (1977) e
Pollard & McLeod (1980) comprovaram essa hipotese. Particularmente, Pollard &
McLeod(1980) mostraram que no interior de segmentos de nervo cidtico de camundongos
BALB/c normais transplantados em camundongos BALB/c Trembler os axdnios em

regeneragdo recebiam uma bainha de mielina normal, entretanto, ao atingirem o coto

distal estes voltavam a apresentar as caracteristicas patologicas proprias da linhagem.

Uma outra linhagem de grande valia para o entendimento da biologia da
degeneragdo e regeneragdo nervosa periférica, denominada C57BL6J/WId
(C57BL6J/Ola), foi descrita recentemente por Lun et al. (1989). Estes camundongos
isogénicos apresentam apos uma lesfio axonal, seja no SNC ou no SNP, um
desenvolvimento extremamente lento da degeneragdo Walleriana. Inicialmente, acreditou-
se que tal caracteristica pudesse ser resultado de uma deficiéncia no recrutamento de
macréfagos no microambiente do nervo, retardando assim, o processo de degradagio dos

ax6nios e das bainhas de mielina.

Em estudo subsequente, Perry et al. (1990), através de experimentos utilizando o
protocolo de transplante de medula Gssea, obtiveram interessantes resultados. Foram
realizados transplantes entre animais C57BL6J/WId® e C57BL/6J (degeneragdo
Walleriana rdpida), visando observar o comportamento do processo degenerativo axonal
apos transecgdo do nervo ciatico. Observou-se que os camundongos C57BL6H/WId® que
receberam células fagociticas de C57BL/6J continuavam apresentando uma degeneragio
neuronal lenta, enquanto que os camundongos C57BL/6J que haviam recebido células de

~ C57BL6J/WId® mantiveram uma degeneragio Walleriana répida apés a lesdio. Ainda
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observou-se que os animais de ambas as linhagens apresentavam resposta semelhante ap6s
infec¢do intraperitonial. A partir desses resultados, foi aventada a hipétese que a
degeneragio nervosa lenta apresentada pelos camundongos da linhagem C57BL6J/WId®
seria resultante de propriedades intrinsecas dos proprios componentes celulares de seu
SNP.

Recentemente, através de experimentos baseados em aloenxertos utilizando
animais CS57BL6J/WId® e C57BL/6J, Glass et al. (1993), puderam comprovar que
realmente a lentiddo da degeneragdo Walleriana na linhagem C57BLGJ/WId® ¢ resultante
de caracteristicas intrinsecas dos componentes celulares do SNP, mais especificamente

dos ax0nios, os quais sdo capazes de sobreviver por um grande perfodo de tempo apés sua

desconexdo com o corpo celular do neurdnio. Esta lentiddo todavia, ndo impede a
regeneragdo das fibras nervosas, porém torna este processo mais lento, sendo as fibras

sensitivas as mais prejudicadas (Brown et al., 1994).

Estudos recentes sobre a regeneragéo nervosa periférica em diversas linhagens de
camundongos isogénicos neurologicamente normais, sdo particularmente interessantes,
(Lu et al. 1990). Verificou-se que apés o esmagamento do nervo fibular, o potencial
regenerativo variava entre eles, sendo mais baixo nos animais da linhagerh C57BL/6J.
Estes dados foram confirmados por Da-Silva et al. (1991) e Lainetti et al. (1995),
estudando a regeneragio nervosa periférica nas mesmas linhagens, fazendo uso da técnica

de reparo de nervos por tubulizagio.

A razdo primeira que levou Lu et al. (1990) a analisarem o potencial regenerativo
de nervos nas diferentes linhagens, foi o fato das mesmas apresentarem diferengas no
recrutamento de macréfagos. Considerando que tais diferengas sio geneticamente
determinadas ¢ o importante papel destas células na regeneracio nervosa periférica,
formularam a hipétese da existéncia de uma correlagio entre tais fatos. Contudo, os
resultados obtidos ndo permitiram confirma-la. Recentemente, os mesmos autores (Lu et

al., 1994), propuseram que a deficiéncia regenerativa axonal da linhagem C57BL/6J
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poderia estar relacionada a fatores genéticos, associados principalmente aos neurdnios

Sensitivos.

Continua porém em aberto a questfo da origem do déficit regenerativo axonal
presente nos camundongos da linhagem C57BL/6J. Este pode, portanto, ser consequéncia
de defeitos nas CS, nos préprios ax06nios € mesmo na natureza da matriz extracelular do
nervo. Assim sendo, o emprego de linhagens de animais isogénicos neurologicamente
normais, que apresentam diferentes capacidades regenerativas do sistema nervoso
periférico, tem sido postulado como interessante modelo para o estudo da importancia
relativa dos axdnios, células ndo neurais e elementos da matriz extracelular no processo

da regeneragdo nervosa (Lu et al. 1990; Lu et al. 1994).

Este: trabalho tem como objetivo principal, a investigacdo dos fatdres que
determinam a menor capacidade regenerativa axonal apresentada pela linhagem
C57BL/6J, comparativamente as linhagens A/J e BALB/c. Para isso, postulamos o
emprego de um modelo experimental que se vale das vantagens da técnica de transplantes
de nervos, utilizando-se como animais receptores, hibridos advindos do cruzamento das

respectivas linhagens isogénicas.
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O presente trabalho baseou-se na realizagio de transplantes e tubuliza¢fo do nervo
cidtico dos animais das linhagens C57BL/6J, BALB/cJ e A/J e dos respectivos
descendentes F1 dos cruzamentos C37BL/6J x A/J e C57BL/6J x BALB/cJ. Nestes
cruzamentos, sempre foram utilizados machos da linhagem CS57BL/6J. A capacidade
regenerativa axonal foi quantificada através dos dados morfométricos ¢ morfoldgicos

obtidos a partir de observagdes a microscopia Optica e eletrdnica.

2.1 Animais e grupos experimentais

Neste trabalho foram utilizados 15 camundongos da linhagem C57BL/6J, 12 da

linhagem BALB/cJ, 12 da linhagem A/J, 09 F1 descendentes do cruzamento de
C57BL/6J x BALB/cJ [F1 CxB] e 09 F1 descendentes do cruzamento de C57BL/6J x A/J
[F1 CxA]. Todos os animais eram machos com idade variando entre 8 e 10 semanas. Os

animais empregados no protocolo que previa o transplante de nervos foram distribuidos

em 7 grupos, como mostra a tabela que segue.

GRUPO DOADOR  (w) RECEPTOR (n)
1 C57BL/6] (3) F1 (C57BL/6] x A/T) (3)
2 AT (3) F1 (C57BL/6] x A/T) (3)
3 C57BL/6] (3) F1 (C57BL/6] x BALB/cI) (3)
4 BALB/cT (3) F1 (C57BL/6] x BALB/cI) (3)
5 C57BL/6J (3) C57BL/6J (3)
6 AT (3) AT (3)
7

BALB/cJ (3) BALB/cJ (3)
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Quatorze dias previamente ao transplante, os animais doadores foram submetidos a
uma cirurgia para transecgdo do nervo ciatico esquerdo (pré-degenerago). Apés o

transplante, os receptores foram mantidos em biotério por um perfodo de 4 semanas.

Paralelamente ao protocolo dos transplantes, grupos de 3 animais de cada linhagem
isogénica tiveram seu nervo cidtico transeccionado, sendo sacrificados apds um periodo
de quatorze dias. Estes tiveram o segmento distal de seu nervo ciatico pré-degenerado

preparado para estudo de suas caracteristicas morfoldgicas.

Outros dois grupos experimentais foram compostos por 3 animais [F1 CxB] e 3

animais [F1 CxA] respectivamente. Estes animais tiveram seu nervo cidtico esquerdo

tubulizado.
2.2 Procedimento Cirtirgico
2.2.1 Para a pré- degeneracio do enxerto

Apds anestesia com pentobarbital (50mg/Kg, i.p.), os animais foram submetidos a
tricotomia da coxa esquerda. Em seguida, foram colocados em dectibito ventral sob
microscopio cirtrgico (DF-Vasconcelos, mod. MC-M9). A pele foi incisadé e, afastando-
se a musculatura, procedeu-se a exposi¢do do nervo ciitico, o qual foi amarrado com um
fio de seda 7-0, na altura do trocinter maior do fémur, sendo seccionado distalmente 3
ligadura. O coto distal foi deixado livre em seu leito e o coto proximal foi afastado para
impedir uma eventual reinervagio. Concluida a cirurgia, o plano muscular foi fechado por

meio de um ponto cirdrgico com fio de seda 7-0 e a pele com 2 ou 3 grampos de metal. Os
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animais foram mantidos em biotério por um periodo de 14 dias recebendo ragio e agua ad

libitum.
2.2,2 Para o transplante do enxerto
2.2.2.1 Preparacio do enxerto (Figura 14)

Apos 14 dias da cirurgia para a pré-degeneragfio, os doadores foram novamente
anestesiados com pentobarbital (50mg/Kg, i.p.). Apés tricotomia da coxa esquerda, o
nervo ciatico foi exposto e o seu coto distal liberado de suas aderéncias & musculatura.
Um segmento inicial do mesmo, com aproximadamente 1,0mm, foi removido e
desprezado, por representar uma regiéo cicatricial que poderia dificultar sua reinervagio.
A extremidade proximal do coto distal foi entdo introduzida num tubo de polietileno de
3,0mm de comprimento (Clay Adams, didmetro intemo=0,76mm ¢ didmetro
externo=1,22mmy), sendo fixada através de um ponto de sutura (fio mononylon10-0). Em
seguida, o coto distal foi seccionado em sua por¢do mais distal, proximo & fossa poplitea
e, apds total liberagdo do mesmo, obteve-se um enxerto com aproximadamente 7,0 mm de

comprimento. A seguir os animais doadores foram sacrificados.
2.2.2.2 Transplante do enxerto (Figura 1B)

Apds anestesia com pentobarbital (50mg/Kg, i.p.) e tricotomia da regido do campo
cirlirgico, 0 nervo cidtico esquerdo foi exposto e seccionado na altura do seu tero
proximal, na regifio da coxa. O enxerto, j4 previamente preparado, foi transferido para o

receptor. A extremidade do coto proximal do nervo ciatico do receptor foi introduzida na
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extremidade livre do tubo e fixada através de um ponto de sutura (fio mononylon 10-0) a
parede do mesmo. Entre as extremidades do coto proximal e do enxerto, no interior do
tubo, foi deixada uma distincia de aproximadamente 1,0 mm. O coto distal do receptor
ficou livre em seu leito, posicionado paralelamente ao enxerto. Em seguida, a musculatura
foi suturada com fio de seda 7-0 ¢ a pele fechada com 2 ou 3 grampos de metal. Os
animais foram mantidos em biotério por um periodo de 4 semanas recebendo ragdo e dgua

ad libitum.

2.2.3 Procedimento cirirgico para a tubulizacio

Apos anestesia com pentobarbital (50mg/Kg, 1.p.), os animais foram submetidos a
tricotomia da coxa esquerda. Em seguida, foram colocados em decilbito ventral sob
microscopio cirdrgico. A pele foi incisada e, afastando-se a musculatura, procedeu-se a
exposi¢do do nervo cidtico. O nervo foi transeccionado e, apds a retragdo dos cotos, estes
foram introduzidos e fixados, com um ponto cinirgico (fio mononylon 10-0, Ethicon), no
mnterior de um tubo de polietileno (Clay Adams, comprimento=6,00mm, didmetro
interno=0,76mm e didmetro externo=1,22mm), deixando-se um espago de 4,0mm entre
eles.

Encerrados os procedimentos de tubulizagdo, o plano muscular foi suturado coxﬂ
um fio de seda 7-0 e a pele fechada com 2 ou 3 grampos cirirgicos. Os animais foram

mantidos em biotério por um periodo de 6 semanas, recebendo ragfio e agua ad libitum.
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2.3 Sacrificio e Processamento para Microscopia Eletronica

Passados 28 dias, os animais que receberam os enxertos, foram sacrificados. Apos
anestesia com Hidrato de Cloral 10% (0,1 ml/20g, i.p.) foram submetidos a toracotomia e
a seguir perfundidos transcardiacamente com auxilio de uma bomba perfusora do tipo
peristaltica. Inicialmente, visando a lavagem total dos vasos e érgiios, os animais foram
perfundidos com 80ml de uma solugfo salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em
tampdo fosfato de sodio, pH 7,38). A fixagio foi realizada pela subsequente perfusio de

150ml de uma solug¢do contendo glutaraldeido (2%) ¢ paraformaldeido (1%) em tampdo

fosfato de sddio, pH 7,38. Apés fixagdo, o conjunto contendo a porgéo proximal do nervo
ciatico do receptor, a porgdo regenerada no interior do tubo e a porgiio do enxerto, bem
como o coto distal do nervo cidtico do receptor e seu respectivo nervo ciatico contralateral

(CL), foram dissecados e imersos na mesma solugiio fixadora por 24 horas, mantidos a

uma temperatura de 4°C,

Passado esse periodo, os elementos do conjunto acima citados, assim como o

segmento do nervo contra-lateral (CL) foram reduzidos sob lupa, de acordo com o

esquema abaixo.

D cD |CP P

U

Db

Esquema mostrando o protocolo utilizado para a redugdo dos nervos regenerados 14
dias apés o transplante do enxerto, P-coto proximal; CP-segmento proximal regenerado no
interior do tubo de polietileno; CD-segmento distal regenerado no interior do tubo de
polietileno; D-enxerto; DD-coto distal do receptor.
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A seguir, os fragmentos forém colocados individualmente em frascos contendo
tampdo fosfato de sddio, pH 7,38. Estes foram entdo pés-fixados por um periodo de 2
horas em solugdo de tetroxido de 6smio a 1%, diluido em tampdo fosfato de sddio, pH
7,38. Seguindo-se a pods-fixagdo, os fragmentos foram lavados em é4gua destilada e
corados com acetato de uranila a 0,5% em solugdo aquosa de sacarose, por 12 horas. Apds
a passagem pelo acetato de uranila, os fragmentos foram desidratados em série cresente de

acetona e incluidos em resina (Araldite F (CY-205), Uegama).

2.4 Andlise qualitativa e quantitativa dos resultados

Apos a polimerizagdo da resina, os blocos correspondentes aos segmentos do nervo
regenerado no interior do tubo (CD) e do nervo contra-lateral (CL) foram aparados com
auxilio de lupa. A seguir, foram levados a um ultramicrétomo (LKB, Bromma 8800)
equipado com navalha de vidro, para a confecgfio dos cortes transversais semi-finos com
0,5um de espessura. Estes foram corados com Azul de Toluidina 0,5%, sendo utilizados
para analise ao microscopio optico. Os mesmos blocos foram entdo reaparados para a
confecgdio de cortes tansversais ultrafinos (500 A) que, colocados sobre telas de cobre de
200 mesh, foram observados e fotografados ao microscépio eletrdnico Zeiss EM-9

(operando a 60Kv) para posterior analise qualitativa e quantitativa.

Para analise quantitativa, foram considerados os seguintes pardmetros: nimero de
axdnios mielinicos nos nervos normais (CL) [nAN], numero de axénios mielinicos
regenerados [nAR], coeficiente de regeneragdo [CR] (CR = nAN/nAR), didmetro das
fibras mielinicas [DFM], didmetro dos ax6nios mielinicos [DAM], espessura da bainha

de mielina [EBM] e razéio "g" [RZG] (RZG = DAM/DFM).
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Para a obtengio do niimero de axdnios mielinicos, os cortes transversais semi-finos
foram fotografados na sua totalidade ao microscépio optico. Apartir das fotos ampliadas
em papel fotografico, os cortes transversais dos nervos foram reconstruidos e os axdnios

mielinicos contados com auxilio de um contador eletrénico digital semi automatico,

idealizado em nosso laboratério.

As medidas do didmetro das fibras e dos axdnios mielinicos foram obtidas a partir
dos valores dos respectivos perimetros (P), aplicando-se a formula D=P/n. Para a

obtengdo da espessura da bainha de mielina, esta foi considerada como sendo igual ao

valor da altura de um frapézio regular, cujas bases maior ¢ menor correspondiam aos

perimetros da fibra e do axdnio, respectivamente (modificado de Ferriere et al., 1985)

As medidas foram realizadas a partir de fotos obtidas ao microscépio eletrénico,
com um aumento final de 6000X, ampliadas em papel fotografico (Kodak, F3) (Figura 2).
Foram mensuradas as fibras nervosas presentes em quatro campos do corte transversal de
cada nervo regenerado e seis campos do corte transversal de cada nervo contra-lateral.
Para isso, empregou-s¢ um sistema computadorizado de morfometria, composto por
microcomputador 386 sx, 33Mhz, monitor de video super VGA, mesa digitalizadora

(SummaSl«:tch® 11 Professional) e software "SigmaScan Measurement™ " versdo 3.90,

Jandel Scientific, 1988).

No sentido de obter-se resultados com um maior grau de fidelidade, foram
utilizados apenas as fibras nervosas cuja relagdo 47.A/P? apresentou-se superior a 0,75

(m=3,1416; A=area medida, P=perimetro). O emprego deste procedimento excluiu as
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fibras nervosas seccionadas obliquamente, ou afetadas por algum artefato de técnica

(Glasby et al., 1985).
2.5 Tratamento Estatistico

A partir dos resultados numéricos da contagem dos axdnios mielinicos regenerados
¢ dos axOnios mielinicos presentes nos nervos contra-laterais, assim como os dados
morfométricos, foram calculadas média e desvio-paddo. Estes pardmetros foram entdo
estudados pelo método da andlise da varidncia. As diferencas entre as médias dos grupos

experimentais foram estudadas fazendo-se uso do teste de Newman Keuls, assumindo-se

um nivel de significdncia igual a 0,05,



3. RESULTADOS



RESULTADOS _ 3

3.1 Dados Qualitativos
3.1.1 Analise Morfologica dos Enxertos Pré-Degenerados

Duas semanas apos sua transecgdo, os nervos ciaticos dos animais doadores das
diferentes linhagens, apresentaram-se macroscopicamente semelhantes. Observou-se
retragdo de ambos os cotos, sendo que o proximal apresentava em sua extremidade, um
tecido tipicamente cicatricial, com aspecto e textura condizentes com um neuroma. O coto

distal apresentava, em sua extremidade, aspecto fibrético semelhante ao proximal.

Distalmente a fibrose, o didmetro do coto distal era superior a0 de um nervo normal. Em

nenhum dos casos observou-se qualquer tecido de ligagdo entre os cotos apés a transecgio

do nervo.

A regifio cicatricial do coto distal, vizinha ao local da transecgfio, observada em
cortes transversais a0 microscopio 6ptico, mostrou-se rica em fibroblastos com perfil e
nicleo alongados, dispondo-se de forma a circundar grupos de CS relacionadas a axdnios
em degeneracdo. Foi também observado espessamento do tecido perineural, sendo
evidentes diversas camadas de células perineurais com caracteristicas morfoldgicas

semelhantes ds dos fibroblastos. Vasos sanguineos com variados calibres eram

abundantes.

Cortes transversais abaixo da regido cicatricial do enxerto, correspondente &

extremidade introduzida no tubo, foram analisados a0 microscopio Optico e eletrdnico.
Pode-se notar um grande nimero de ax6nios mielinicos em degeneragdo, geralmente

organizados em pequenos grupos, envolvidos por prolongamentos citoplasmaticos de CS.
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Apresentavam uma bainha de mielina descompactada, assim como neurofilamentos e
microtubulos aglutinados, originando, no interior do axoplasma, porgdes eletrondensas

(Figura 3).

Eram abundantes as CS, cujo numero deve ter aumentado, provavelmente devido
ao processo mitético ocorrido nos primeiros dias subseqiientes & transecgfo do nervo.
Estas apresentavam muitos prolongamentos citoplasmaticos, nos quais foi possivel
observar-se ribossomos, mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso. Externamente,

tais prolongamentos sempre mostravam-se revestidos por membrana basal. O citoplasma
das CS possuia contorno arredondado, contendo vaciolos digestivos, vesiculas

lisossomais, grande quantidade de ribossomos, bem como reticulo endoplasmatico rugoso
e complexo de Golgi desenvolvidos. O nicleo possuia forma aproximadamente circular,
apresentando uma estreita faixa de cromatina condensada, sendo seu maior volume

ocupado por cromatina descondensada (Figura 3).

Observou-se também nesta regido, um espessamento do perineuro, bem como um
aumento do espago endoneural, o qual continha uma grande quantidade de fibras
colagenas dispostas paralelamente ao sentido longitudinal do nervo, contribuindo para o

incremento de sua dimens3o transversal (Figuras 1 e 3).
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3.1.2 Anilise morfolégica dos enxertos 4 semanas apés o transplante

3.1.2.1 Aspectos gerais

Quatro semanas apds o transplante, formou-se uma estrutura cilindréide com
aproximadamente 1,5 mm interligando os cotos no interior do tubo de polietileno. Tal
estrutura possuia um didmetro menor que o coto proximal e o enxerto, sendo sua regifo

central ligeiramente menos calibrosa que as extremidades.

Com o auxilio de microscopio cirtugico, foi possivel separar o enxerto de suas

aderéncias com a musculatura adjacente. O segmento transplantado, que no ato cirtirgico
do implante, possuia aproximadamente 7,0 mm de extensdo, apresentou, apos 4 semanas,
uma diminui¢do em torno de 50 % de seu comprimento. Apresentava numerosos vasos
sanguineos, que eram continuos com o coto proximal, pouco tecido fibrético, sendo sua
aparéncia e textura semelhantes & dos cotos proximal e distal do receptor.
Macroscopicamente, ndo se observaram indicios de rejeigdo aos enxertos em nenhum dos

Srupos.
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3.1.2.2 Caracteristicas morfolégicas do grupo I (Figura 4)
doador: C57BL/6J
receptor: F1 (C57BL/6J X A/J)

Nos cortes transversais da por¢do CD do enxerto, pdde-se observar ,ao microscopio
dptico, a presenga de um epineuro ligeiramente espessado, sendo possivel identificar-se
pelo menos quatro camadas de células epineurais, as quais apresentavam niicleos e perfis
alongados. Havia vasos sanguineos de diversos calibres no interior do endoneuro. As
fibras nervosas regeneradas apresentavam-se dispostas no interior de minifasciculos
delimitados por expansdes citoplasméticas de células perineurais. Estes conjuntos
apresentavam-se constituidos por aproximadamente 10 axOnios caracterizando o
desenvolvimento do processo de compartimentalizagdo. Os axdnios regenerados estavam
relacionados com as CS e geralmente apresentavam forma circular. Figuras evidenciando

processos degenerativos das fibras nervosas ndo foram observadas nesse grupo.

Ao microscopio eletrénico os minifasciculos apresentavam-se claramente
delimitados por proje¢des de células perineurais, acompanhadas pela sua membrana basal.
Estas proje¢fes continham em seu citoplasma numerosas mitocdndrias e vesiculas
eletrontransparentes. Os espagos entre as varias camadas de células perineurais estavam
preenchidos por grupos de fibras colagenas dispostas paralelamente ao longo do eixo
longitudinal do nervo. As células perineurais apresentavam nicleo geralmente com secgio

circular ou eliptica, apresentando pequena quantidade de cromatina condensada.

No interior dos minifasciculos observou-se tanto axdnios mielinicos quanto

amielinicos. Os mielinicos possuiam maiores dimensBes, sempre apresentando-se
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relacionados a uma tnica CS. O axoplasma continha microtibulos, neurofilamentos e

mitocondrias dispersos sem organizagio aparente.

Os axdnios amielinicos apresentavam-se organizados em pequenos grupos, sempre
compartithando proje¢des de uma mesma CS. Estes axdnios continham em seu citoplasma
microtitbulos, neurofilamentos e mitocndrias dispostos de maneira mais condensada

comparativamente aos mielinicos.

3.1.2.3 Caracteristicas morfolégicas do grupo 2 (Figura 5)
doador: A/J
receptor; F1 (C57BL/6J X A/T)

Nos cortes transversais da por¢do CD do enxerto, observados ao microscépio
optico, foi constatada a presenga de dois grandes fasciculos na por¢do regenerada. Estes
estavam delimitados por um epineuro claramente espessado ¢ tortuoso, onde haviam vasos
sanguineos e polimorfonucleados localizados na periferia do nervo. No interior de ambos
os fasciculos encontravam-se numerosos minifasciculos, nio sendo contudo, possivel

evidenciar seu exato estagio de compartimentalizagéo.

Os axdnios regenerados em processo de mielinizagdo encontrados no interior dos
minifasciculos apresentavam um didmetro reduzido e semelhante entre si. Também foram
observadas diversas fibras mielinicas em degeneragdo, geralmente formando pequenos

grupos. Vasos endoneurais, distribuidos por todo o mnervo, apresentavam didmetros

semelhantes entre si.
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Ao nivel de microscopia eletronica observaram-se poucas projegdes de células
perineurais delimitando grupos de axénios regenerados. Estas células possuiam nucleo
alongado, apresentando cromatina condensada difusa, intercalada por cromatina

descondensada.

Os ax0nios mielinicos possuiam didmetro reduzido e forma circular, estando
presentes, em suas adjacéncias, uma grande quantidade de fibras colagenas endoneurais.

Raramente detectou-se fibroblastos no endoneuro. As fibras mielinicas estavam

relacionadas a projegOes de uma unica CS, a qual apresentava mitocOndrias € reticulo

endoplasmatico rugoso abundante.

Os axdnios amielinicos freqilentemente apresentavam-se isolados ou em pequenos
grupos de no méximo 4 a 5 fibras. Este possuiam didmetro inferior aos mielinicos, sendo
seu citoplasma rico em neurofilamentos e microtibulos; ocasionalmente observaram-se

mitocOndrias.

3.1.2.4 Caracteristicas morfolégicas do grupo 3 (Figura 6)
doador: C57BL/6J
receptor: F1 (C57BL/6J X BALB/cJ)

Os cortes transversais da porgdo CD do enxerto caracterizaram-se por apresentar
epineuro pouco organizado. Este era ténue e muitas vezes continha pequenos grupos de

axOnios em regeneragdo. Vasos de calibre reduzido puderam ser observados.
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As fibras nervosas mielinicas em processo regenerativo apresentavam didmetros
variados, organizando-se em pequenos minifasciculos, na regido periférica do enxerto. Ja
na porgio central do nervo regenerado, as fibras apareciam menos compactas, sendo mais
dificil a vizualizacdo dos limites dos minifasciculos. Nesta por¢éo, observou-se a presenca
de algumas fibras em processo degenerativo bem como algumas figuras de mielinizagdo
andmala. Os vasos endoneurais apresentavam diferentes calibres, sendo detectada a

presenga de pequenos infiltrados inflamatérios nos animais estudados.

Ao nivel de microscopia eletronica foi possivel confirmar a presenga de projegdes
citoplasméticas das células perineurais, revestidas por membrana basal, envolvendo os

minifasciculos de axdnios regenerados, na porgdio central do nervo regenmerado. Estas
células continham diversas mitocOndrias e vesiculas intracitoplasmadticas e, entre suas
varias projegdes organizavam-se grupos de fibras coldgenas com didmetro semelhante
aquele presente no ambiente endoneural. Apresentavam nicleo alongado, contendo

cromatina descondensada na porgo central e cromatina condensada em sua periferia.

No interior dos minifasciculos, os ax6nios mielinicos sempre estavam relacionados
a uma unica CS, cujo citoplasma, como nos demais grupos experimentais, mostrou-se rico
em organelas, destacando-se a presenga de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocdndrias e
complexo de Golgi. Nos casos onde foi possivel observar o niicleo da CS, este possuia
forma aproximadamente circular, contendo eucromatina em sua periferia e

heterocromatina em sua porgdo central.

Os axdnios mielinicos apresentavam forma muitas vezes irregular porém, sempre

tendendo a circularidade; continham mitocondrias, microtibulos e neurofilamentos,
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aparentemente dispostos de forma aleatéria. Os axdnios amielinicos por sua vez, sempre
possuiam dimensdes inferiores aos mielinicos, estando isolados ou formando pequenos
grupos que, neste caso, compartilhavam proje¢Ses citoplasmaticas de uma mesma CS. Seu
axoplasma continha microtibulos, neurofilamentos e mitocondrias dispostos de maneira

mais compacta em relagdo aos mielinicos.

O espago endoneural mostrou-se frouxo, contendo proje¢des citoplasmaticas de
fibroblastos, sendo observados numerosos grupos de fibras colagenas dispostos tanto entre

0s axOnios mielinicos quanto entre os grupos de axdnios amielinicos.

3.1.2.5 Caracteristicas morfolégicas do grupe 4 (Figura 7)
doador; BALB/cJ
receptor: F1 (C57BL/6J X BALB/cJ)

Nos cortes transversais da porgdo CD do enxerto, o epineuro nos animais deste
grupo apresentou-se pouco organizado sendo dificil identificar seus limites com o peri e

endoneuro, observando-se diversos vasos sanguineos em ambas as bainhas conjuntivas.

Os ax6nios mielinicos em processo regenerativo apresentaram didmetros variados,
estando organizados em minifasciculos de varios tamanhos. Ficou clara a presenga -das
CS, estando cada uma delas relacionadas com apenas um axénio mielinico, assim como

das células perineurais delimitando os diversos minifasciculos.
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Ao microscéopio eletrdnico pdde-se visualizar projegdes de células perineurais ricas
em vesiculas pinociticas e mitocdndrias, delimitando os grupos de ax6nios mielinicos ¢
amielinicos, no interior dos minifasciculos. Algumas dessas células porém, possuiam
proje¢des citoplasmaticas colaterais, as quais circundavam apenas uma ou duas fibras
mielinicas ou algumas fibras amielinicas, individualizando-as. O espago existente entre as
camadas de células do perineuro estava preenchido por feixes de fibras coldgenas

dispostos paralelamente ao eixo longitudinal da porgdo regenerada.

Os ax0nios mielinicos presentes nos minifasciculos apresentavam uma morfologia
semelhante aquela observada nos nervos ndo operados. Estas fibras sempre foram

observadas em contato com uma tnica CS, contendo em seu axoplasma, mitocondrias,
microtibulos e neurofilamentos. As fibras amielinicas estavam presentes em pequena

quantidade, mostrando-se agrupadas em no maximo 4 a 5 fibras.

O ambiente endoneural mostrou-se pouco compactado, havendo em determinadas
regides grandes agrupamentos de fibras colagenas, com didmetro semelhante ao observado
no perineuro, envolvidos por projegdes de fibroblastos, Também foram reconhecidos

macréfagos fagocitando fibras mielinicas em degeneracfo.
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3.1.2.6 Caracteristicas morfolégicas do grupo 5 (Figura 8)
doador: CS7BL/6J
receptor: C57BL/6J

Os casos estudados neste grupo apresentaram um epineuro pouco organizado,
formado por algumas camadas celulares, sendo possivel observar-se em algumas regides,

a presenga de minifasciculos de dimensdes variadas, bem como vasos sanguineos.

Os axdnios regenerados na porgfo central do nervo possuiam diversos didmetros,
ndo sendo contudo possivel definir claramente, @ microscopia Optica, os limites dos

minifasciculos. O espago endoneural mostrou-se dilatado, havendo alguns grupos de

axonios mielinicos em degeneragio.

Ao nivel de microscopia eletrénica, observou-se minifasciculos delimitados por
ténues proje¢des citoplasmaticas provenientes de um ntmero reduzido de células
perineurais. Estas possufam niicleo geralmente com sec¢do eliptica, apresentando
cromatina condensada principalmente em sua periferia, intercalada por cromatina frouxa.
Seu citoplasma, na porgdo dos prolongamentos citoplasmaticos, continha mitocdndrias e,

em algumas regides, vesiculas pouco eletrondensas.

Os ax0nios mielinicos e amielinicos apresentaram caracteristicas morfolégicas
semelhantes, contendo mitocdndrias, microtibulos e neurofilamentos no axoplasma;
entretanto, aqueles presentes na regido central pareciam possuir didmetro ligeiramente

superior.
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O ambiente endoneural apresentou-se rico em fibras coldgenas dispostas

paralelamente ao longo do eixo longitudinal do nervo, interpostas aos axdnios, células

perineurais e fibroblastos,

3.1.2.7 Caracteristicas morfoldgicas do grupo 6 (Figura 9)
doador: BALB/cJ
receptor: BALB/cJ

Nos cortes transversais da porglio CD do enxerto, observasdos ao microscpio

0ptico, o epineuro mostrou-se bem organizado, sendo possivel identificar-se pelo menos
cinco camadas de células perineurais com a presenga de diversos vasos sanguineos

localizados na sua face interna.

O endoneuro apresentou grau Qe compactagdo de seus elementos analogo ao
observado nos demais grupos. Os axdnios nﬁelim'cos em processo regenerativo
apresentavam uma distribuigdo homogénea da periferia ao centro dos nervos estudados.
Estes organizavam-se em minifasciculos delimitados por prolongamentos de células

perineurais ¢ fibroblastos. Estavam também presentes alguns vasos sanguineos no espago

endoneural.

Ao microscopio eletrénico os minifasciculos, com dimensdes variadas, estavam

sempre delimitados por prolongamentos de células perineurais, dispostas em varias

camadas concéntricas interpostas por grupamentos de fibras coligenas. Aqueles de maior
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tamanho, mostraram-se subdivididos por finas proje¢des citoplasmaticas provenientes de

células perineurais.

No interior dos minifasciculos os ax6nios mielinicos e amielinicos, apresentaram-
se motfologicamente normais, sem qualquer evidéncia de axonopatia. Havia porém, uma
grande quantidade de axOnios amielinicos com dimensdes semelhantes aquelas
apresentadas por alguns axOnios mielinicos. Estes apareciam formando pequenos grupos
de até trés fibras ou isolados, neste caso indicando terem sido segregados pelas CS

previamente 4 sua possivel mielinizagdo.

Algumas células fagociticas foram identificadas no ambiente endoneural
apresentando morfologia compativel & de macréfagos. O espago endoneural existente
entre os axbnios regenerados era reduzido e continha numerosos grupamentos de fibras
coldgenas com dimensdes semelhantes aquelas observadas no perineuro, refletindo um

maior grau de compactagio dessas fibras.

3.1.2.8 Caracteristicas morfolégicas do grupo 7 (Figura 10)
doador: A/J

receptor: A/J

Os cortes transversais da porgio CD do enxerto, observados ao microscopio optico,
apresentavam epineuro espessado, possuindo diversos vasos sanguincos com calibre

pouco varidvel entre si. A transigdo epi-endoneural em algumas regides de nervo era de
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dificil visualizag8o, havendo pequenos grupos de axdnios com didmetro reduzido nesta
interface.

As fibras mielinicas mostraram-se muito compactadas no interior de
minifasciculos, os quais eram delimitados por prolongamentos de células perineurais,
Aqueles minifasciculos localizados na periferia do enxerto, possufam em geral fibras
mielinicas de menor didmetro, comparativamente aos presentes na regido central. Poucos

vasos endoneurais foram notados, sendo estes de pequeno tamanho .

Ao microscopio eletrénico observou-se minifasciculos delimitados por camadas
concéntricas de cclulas perineurais, contendo axOnios miclinicos ¢ amielinicos, Os

mielinicos  apresentaram  dimensGes variadas, contendo em seu axoplasma
neurofilamentos, microtibulos e, eventualmente, mitocondrias. Algumas fibras
apresentaram indicios de degeneragdo, contendo organelas agrupadas de maneira anormal,
assim como bainha de mielina descompactada em algumas porgdes. Os axdnios
amielinicos possuiam dimensdes reduzidas e estavam organizados em pequenos grupos,
compartilhando proje¢des de uma mesma CS. Em seu axoplasma era possivel observar

mitocOndrias, microtibulos e neurofilamentos.

O ambiente endoneural mostrou-se pouco compactado, havendo graudes
quantidades de fibras coldgenas entre as fibras nervosas. O mesmo fato foi observado nos

espagos entre os varios minifasciculos, assim como naqueles existentes entre as camadas

de células perineurais.
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3.1.2.9 Caracteristicas morfolégicas do nerve normal(figura 11)

As caracteristicas morfoldgicas dos nervos normais foram semelhantes em todas as
linhagens estudadas. Na regido onde foram obtidos os cortes transversais dos nervos
contra-laterais das diferentes linhagens, a maioria destes apresentou-se dividido em até
quatro fasciculos. Estes, mais distalmente davam origem respectivamente aos nervos

fibial, fibular, sural e cutineo.

Neste ponto, observados ao microscOpio Optico, os fasciculos mostravam-se

envolvidos pela bainha epineural. A bainha perineural, por sua vez, estava constituida por
células achatadas (células pe@eﬁais) com perfil fusiforme e membrana basal continua
em toda a sua superficie. Seus prolongamentos , ricos em mitocondrias e vesiculas
eletrondensas, envolviam cada fasciculo nervoso de forma continua e concéntrica.
Observaram-se entre as vérias camadas celulares (aproximadamente quatio), feixes de
fibras colagenas dispostas longitudinalmente em relagdo aos axdnios. Os vasos sanguineos

distribuidos pelo perineuro possuiam didmetro variado.

Ao microscopio eletronico, pdde-se observar que no interior de cada fasciculo,
tanto os ax6nios mielinicos quanto os conjuntos de axénios amielinicos, encontravam-se
bastante compactados, existindo entre eles, um reduzido espago extracelular. Este era
preenchido predominantemente por fibras colsgenas dispostas paralelamente entre si ¢ ao

eixo longitudinal do nervo; fibroblastos e, eventualmente, macrofagos residentes,

organizando assim o ambiente endoneural. Os axdnios mielinicos apresentavam

axoplasma r1ico em neurofilamentos e microtibulos, contendo algumas mitocondrias;
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sempre estando relacionados a apenas uma unica CS. Esta dltima apresentava membrana

basal continua, 2 qual envolvia completamente o axonio a ela relacionado.

Os ax6nios amielinicos encontravam-se organizados em conjuntos, compartilhando
diversos prolongamentos citoplasmaticos de uma mesma CS. A maioria desses
grupamentos era formado por dezenas de axdmios, existindo apenas raramente, alguns

grupos constituidos por uma menor quantidade de fibras amielinicas.
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3.2 Dados Quantitatives
3.2.1 Contagem dos axdnios mielinicos - Transplantes

A tabela I apresenta o nimero total de axdnios mielinicos regenerados, obtidos ao
nivel da por¢do CD do enxerto que se encontrava no interior dos tubos de polietileno,
implantados nos animais dos 7 grupos experimentais. Nesta tabela estdo incluidos também
os valores obtidos nos nervos contra-1aterais_ (CL), ndo operados, de cada animal. Estes

dados estdo graficamente representados nas figuras 12 e 13, respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos nos grupos dos aloenxertos, observa-se que o
grupo onde o doador era C57BL/6J e o receptor F1[CxB] foi aquele que apresentou o
maior nimero de axdnios mielinicos regenerados. Por outro lado, os animais F1{CxB] que
receberam enxerto de BALB/cJ, apresentaram o menor nimero de axdnios mielinicos
regenerados (Tabela III). Adicionalmente, observa-s.e que os animais F1 [CxA] que
receberam enxertos de C57BL/6J, e os animais F1 [CxA] que receberam enxertos de A/,
quando comparados entre si, ndo apresentaram diferengas significativas no que diz
respeito a0 nimero de ax6nios mielinicos regenerados. J& os animais Fi [CxB] que
receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram um nimero médio de axdnios mielinicoé

regenerados estatisticamente superior aquele obtido no grupo onde os receptores eram F1

{CxB] e os doadores BALB/cJ.

Analizando-se o0 nimero de axdnios mielinicos regenerados nos grupos que
receberam isoenxertos, observa-se que estes ndo foram estatisticamente diferentes entre si

no que diz respeito a0 nimero de axdnios mielinicos regenerados (Tabela III).
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O nimero medio de axdnios mielinicos computados nos nervos contra-laterais (CL)
das linhagens isogénicas assim como dos descendentes F1[CxA] e F1[CxB], mostrou

haver diferengas estatisticas entre os grupos, como mostra a tabela III,

A figura 14 apresenta graficamente os valores do CR obtidos nos 7 grupos
experimentais. Analisando-se os valores do CR nos grupos de aloenxertos, observa-se nio
haver diferencas significativas entre as médias apresentadas pelos grupo onde C57BL/6J e
AJJ eram doadores, sendo estas porém superiores 3 média obtida no grupo onde BALB/cJ

era doador. Quanto ao grupo dos isoenxertos, o CR mostrou-se estatisticamente

semelhante em todos 0s grupos (Tabela IV),

3.2.2 - Contagem dos axdnios mielinicos - Tubulizacées

A tabela II apresenta o nlimero de axdnios mielinicos regenerados no interior de

tubos de polietileno, apés um periodo de seis semanas.

A Figura 15 representa as médias e os respectivos desvios-padrio do nimero de
ax0nios obtidos nos animais provenientes do cruzamento de C57BL/6J com A/J e

BALB/cJ. Observa-se que as duas médias nfo diferem estatisticamente entre si.
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3.2.3 - Parametros Morfométricos

No estudo morfométrico dos nervos regenerados, assim como dos nervos normais,
foram considerados os seguintes pardmetros: Didmetro das Fibras Mielinicas (DFM), o
qual corresponde ao ax0nio e sua bainha de mielina; Didmetro dos Ax6nios Mielinicos
(DAM), correspondendo ao axénib sem sua bainha de mielina; Espessura da Bainha de

Mielina (EBM) e Razdo "g" (RZG), a qual foi obtida a partir do quociente DAM/DFM.

O estudo das distribui¢des de frequéncia dos pardmetros acima mencionados, suas

meédias ¢ respectivos desvios-padrdo foram obtidos a partir dos dados amostrados em cada

grupo.

3.2.3.1 - Didmetro das Fibras Mielinicas nos Grupos Experimentais

(Figuras 16 ¢ 17, Tabela V)

Os animais F1 {CxA] que receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram fibras
mielinicas com didmetro variando de 1,03 a 6,68um ¢ média 2,92 £ 1,03um. As maiores
percentagens de fibras foram observadas nos intervalos de 2,01 a 3,00um e 3,01 é
4,00um, correspondendo a 41,0% e 24,8% do total, respectivamente. As demais fibras
mielinicas, que representam os 34,2% restantes, estavam distribuidas nas demais classes, -
sendo que 18,3% possuiam didmetro entre 1,01 e 2,00um, 11,4% entre 4,01 e 5,00pm e

4,5% acima de 5,01pum.



RESULTADOS 49

Os animais F1 [CxA] que receberam enxertos de A/J] apresentaram fibras
mielinicas com didmetro variando de 0,76 a 5,83um e média 2,85 + 1,05 um. Esta néo foi
estatisticamente diferente do grupo onde o receptor era F1 [CxA] e o doador C57BL/6].
Igualmente a este dltimo, as maiores procentagens de fibras foram observadas nos
intervalos de 2,01 a 3,00um e 3,01 a 4,00um, correspondendo a 49,2% e 20,1% do total,
respectivamente. Os 30,7% restantes, estavam distribuidos nas demais classes, sendo que
16,3% apresentaram didmetro no intervalo de 1,01 e 2,00um e 14,4% apresentavam

didmetro acima de 5,01um.

Os animais F1 [CxB] que receberam enxertos de C57BL/6J, apresentaram fibras

mielinicas regeneradas com didmetros variando de 0,76 a 6,72pum e uma média de 2,85 +
1,05pum. Aproximadamente a metade (49,2%) das fibras regeneradas possuiam didmetro
entre 2,01 a 3,00pm. As restantes encontravam-se distribuidas nas demais classes, sendo
que 20,1% apresentaram-se entre 3,01 ¢ 4,00um, 16,3% entre 1,01 e 2,00pm e 9,1% entre

4,01 ¢ 5,00um. Apenas 4,9% do total apresentou didmetro superior a 5,01pm.

Quando os F1 [CxB] tiveram como doadb;és animais de linhagem BALB/cJ, as
fibras mielinicas regeneradas apresentaram didmetros variando entre 0,81 e 6,49um, com
média de 2,73 £ 1,01um. Esta ndo diferiu significativamente em relagdo a média do grupd
onde os receptores eram F1 [CxB] e os doadores C57BL/6J. De forma semelhante a este
tltimo, a maior percentagem de fibras regeneradas estava no intervalo entre 2,01 e
3,00um, correspondendo a 41,3% do total. Das 58,7% restantes, 26,3% estavam no
intervalo entre 1,01 e 2,00pm, 19,9% entre 3,01 ¢ 4,00um ¢ 8,3% entre 4,01 ¢ 5,00um.

Foi observado um ntiimero fibras com didmetro superior a 5,01um correspondente a 3,9%

do total.
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Os grupos que receberam isoenxertos de C57BL/6J, A/J e BALB/c] nfo
apresentaram diferencas significativas entre si no que diz respeito ao valor médio do
DFM, sendo estas respectivamente 2,63 + 0,89um, 2,63 + 1,01um e 2,51 + 0,93 um. Além

disso, o perfil de distribuigdo de frequéncia do DFM foi muito semelhante entre elas.

O grupo onde foram utilizados isoenxertos de C57BL/6J, apresentou axonios
variando de 1,04 a 5,25um e uma média 2,63 + 0,89um. O intervalo entre 2,01 ¢ 3,00um
foi o mais frequente, correspondendo a 44,1% do total, seguido pelo intervalo entre 1,01 e

2,00um, onde estavam presentes 26,4% das fibras amostradas. Os 29,5% restantes,

encontraram-se distribuidos nas demais classes, sendo 19,2% entre 3,01 ¢ 4,00um, 9,2%

entre 4,01 e 5,00 € 0,9% superiores a 5,01um.

Os animais que receberam isoenxertos de A/J apresentaram fibras regeneradas com
didmetros distribuidos entre 0,87 e 7,26um ¢ média igual a 2,63 + 1,01. O intervalo entre
1,01 e 2,00um foi o mais frequente, correspondendo a 52,6% do total de fibras
amostradas. Dos 47,4% restantes, 7,6% possuiam didmetro inferior a 1,00pm, 28,2%
entre 2,01 e 3,00um, 9,0% entre 3,01 € 4,00um e 1,7% entre 4,01 ¢ 5,00um. Apenas

0,87% das fibras amostradas possuiam didmetro superior a 5,01 pm.

Os animais que receberam isoenxertos de BALB/cJ apresentaram fibras
regeneradas com didmetros distribuidos entre 0,97 ¢ 5,61ym e média 2,51 + 0,93 um. Os

intervalos 2,01 a 3,00um e 1,01 a 2,00um foram os mais frequentes correspondendo a

40,8% ¢ 32,9% do total, respectivamente. Os 26,3% restantes estavam distribuidos nas

demais classes, sendo que 0,78% dessas fibras possuiam didmetro inferior a 1,00pm,
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16,1% apresentaram dimensdes entre 3,01 e 4,00um e 8,6% entre 4,00 e 5,00um, Foram

observadas fibras com didmetro superior a 5,01um, correspondendo a 0,78% do total.

3.2.3.2 Diametro das Fibras Mielinicas nos Nervos nio Operados

(Figura 18, Tabela V)

O estudo morfométrico dos nervos normais mostrou haver diferencas significativas

entre as meédias dos DFM nos animais F1 provenientes dos dois tipos de cruzamento, ou

seja, CxA e CxB. Porém, entre as linhagens isogénicas parentais, ndo foram observadas

diferengas significativas nas médias do DFM.

Os nervos ndo operados (CL) dos animais F1 [CxA] apresentaram fibras mielinicas
variando de 1,01 a 10,19um, com média 4,60 + 1,66pm. Destas, 78,1% apresentaram
didmetro num intervalo de 2,01 a 6,00um, sendo a classe entre 3,01 e 4,00um, aquela que
apresentou maior frequéncia de fibras, correspondendo a 24% do total amostrado. Os
54,1% restantes estavam distribuidos nos seguintes intervalos: 19,9% entre 4,01 ¢
5,00um, 18,0% entre 5,01 e 6,00um e 16,2% entre 2,01 e 3,00um. Ainda foram
observadas 1,9% de fibras entre 1,01 e 2,00pm e 20,9% de fibras com didmetro superior a

6,00um. Estas ltimas, estavam distribuidas em percentagens decrescentes nos intervalos

restanies.

Os nervos ndo operados (CL) dos animais F1 [CxB] apresentaram fibras mielinicas

com difmetro variando de 1,35 a 10,94pm e média 5,17 + 2,19um. Igualmente ao grupo
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anterior, observou-se que grande percentagem das fibras mielinicas (66,9%) apresentaram
didmetro num intervalo de 2,01 a 6,00pm. Desta percentagem, 23,3% das fibras possuiam
dimensdes variando entre 3,01 ¢ 4,00um, 15,6% entre 4,01 ¢ 5,00um, 14,2% entre 2,01 e
3,00pm e 13,9% entre 5,01 e 6,00um. Das fibras amostradas, 31,7% apresentaram
didmetro superior a 6,0ium, estando distribuidas em percentagens decrescentes nos

intervalos subsequentes. Apenas 1,4% do total de fibras amostradas possufam didmetro

entre 1,01 € 2,00um.

A distribuigdio de frequéncia do DFM nos nervos ndo operados (CL) na linhagem

CS7BL/6J variou de 1,74 a 10,58y apresentando uma média de 4,71 + 1,77um. Neste

grupo, os intervalos de 2,01 a 7,00um correspondem a 88,9% do total das fibras
mielinicas amostradas, sendo suas percentagens as seguintes: 17,2% entre 2,01 e 3,00uni,
22,4% entre 3,01 ¢ 4,00%, 17,7% entre 4,01 e 5,00um, 19,1% entre 5,01 e 6,00um e
12,5% entrel6,01 e 7,00um. As fibras com didmetro superior a 7,01pum apresentaram-se
distribuidas de forma decrescente nas demais classes. Apenas 1,11% das fibras mielinicas

possuiam dimensdes entre 1,01 e 2,00um.

As fibras mielinicas dos nervos nfo operados da linhagem A/J apresentaram
difmetros variando de 1,86 a 11,4um e uma média de 5,01 + 2,16um. A maior quantidade.
de fibras foi observada nos intervalos de 2,01 a 6,00pm, correspondendo a 69,8% do total
amostrado. Destes, 19,1% encontravam-se entre 2,01 e 3,00um, 20,9% entre 3,01 e
4,00um, 14,5% entre 4,01 e 5,00um e 15,1% entre 5,01 e 6,00um, As fibras com
didmetros superiores a 6,01um (29,4%) apresentaram-se distribuidas em percentagens
decrescentes nas demais classes, como mostra o histograma, Apenas 0,9% das fibras

mielinicas possuiam didgmetros entre 1,01 e 2,00pm.
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Os nervos ndo operados dos animais da linhagem BALB/cJ apresentaram DFM
variando de 1,71 a 11,09um e média 4,85 + 1,90um. De forma semelhante 3s demais
linhagens isogénicas estudadas, as fibras mielinicas dos nervos néio operados da linhagem
BALB/cJ apresentaram uma maior frequéncia nas classes compreendidas entre 2,01 ¢
6,00um, correspondendo a 74,0% do total amostrado. Destes 15,6% encontravam-se entre
2,01 e 3,00um, 18,9% entre 3,01 e 4,00um, 22,3% entre 4,01 e 5,00um ¢ 17,2% entre
5,01 e 6,00pm. As fibras com didmetros superiores a 6,01um (23,9%%) apresentaram-se

distribuidas em percentagens decrescentes nas demais classes. Apenas 2,1% das fibras

mielinicas possuiam diametros entre 1,01 ¢ 2,00um.

3.2.3.3 - Didmetro dos Axgnios Mielinicos nos Grupos Experimentais

(Figuras 19 e 20, Tabela VI)

Os animais F1 [CxA] que receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram axénios
com didmetros variando entre 0,41um e 5,40um e uma média 2,30 + 0,88um. As maiores
percentagens de ax6nios foram observadas nos intervalos entre 1,01pum e 2,00um e entre
2,01pm ¢ 3,00um, correspondendo a 35% e 42,3% do total, respectivamente. Os demais
ax0nios, que representaram os 22,7% restantes, estavam distribuidos nas demais classes;
sendo que 4,1% possuiam didmetros até 1,00um, 14,6% entre 3,01 ¢ 4,00um, 2,8% entre

4,0lpm e 5,00um ¢ apenas 1,2% didmetros eram maiores do que 5,00pum.

Ja os animais F1 {CxA] que receberam enxertos de A/J apresentaram axdnios com
didmetros variando entre 0,38um e 4,8um e uma média 2,09 + 0,86pm significativamente

inferior aquela do grupo onde o doador era C57Bl/6J e o receptor F1 [CxA]. Por outro
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lado, igualmente a este ultimo, as maiores percentagens de axdnios foram observadas nos
intervalos entre 1,0ipm e 2,00um e entre 2,0lpm ¢ 3,00um, porém agora,
correspondendo a 48,6% e 32,2% do total, respectivamente. Os 19,2% de axdnios
restantes estavam distribuidos nas demais classes, sendo que 4,7% possuiam didmetros até
1,060pm, 10,2% entre 3,01um e 4,00pm, 4,3% entre 4,01pym e 5,00pm. Neste grupo ndo

foram observados axdnios regenerados com didmetros maiores do que 5,00um.

Os animais F1 [CxB] que receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram axdnios

com didmetros variando entre 0,46pm e 5,8um e média 2,24 + 0,92um. O intervalo

formado pelos axnios que possufam didmetro enfre 1,01jim ¢ 2,00um foi o que
apresentou maior percentagem, correspondendo a 41,7% do total. Este foi seguido pelo
intervalo entre 2,01yum e 3,00pm com 36%. As demais classes corresponderam aos 22,3%
restantes, sendo 3,8% dos axdnios apresentando didmetro inferior a 1,00pum, 13,3%
estando no intervalo de 3,01 a 4,00um e 4,2% correspondendo ao grupo de 4,01 a

5,00um. Apenas 1,1% dos axdnios amostrados apresentou dimensdes maiores que

3,01pum.

Os animais F1 [CxB] que receberam enxertos de BALB/cJ apresentaram ax6nios
com difmetros variando entre 0,43pm e 5,41um. Comparativamente ao grupo onde o
doador era C57BL/6J ¢ o receptor F1 [CxB], este apresentou uma média estatisticamente
inferior (2,05 + 0,86pum). Contudo, da mesma forma que este tiltimo, a percentagem

menor de axdnios estava contida no intervalo de 2,01 a 3,00 pm (26,9%), possuindo um

maior nimero de axnios no intervalo de 1,01 a 2,00pm (52,9%). Os axdnios com

didmetro inferior a 1,00um, totalizaram 5,5%. O intervalo entre 3,01 e 4,00 correspondeu,
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neste grupo, a 10,9% do total, sendo que o intervalo entre 4,01 ¢ 5,00um correspondeu a

3,5%. Por fim, apenas 0,3% dos axdnios possuiam dimensGes superiores a 5,00um.

Os grupos que receberam isoenxertos de CS7BL/6J, A/] e BALB/cJ nido

apresentaram diferengas significativas no que diz respeito ao DAM, sendo suas médias

respectivamente 2,00 2 0,76pm, 1,98 + 0,86pm e 1,87 £ 0,81 pum.

O grupo onde foram utilizados isoenxertos de CS7BL/6J, apresentou axOnios

variando de 0,36 a 4,20um. Destes, 4,4% apresentaram didmetro menor que 1,00um,

50,7% entre 1,01 e 2,00um, 33,6% entre 2,01 ¢ 3,00um ,9,2% entre 3,0 & 4,0um e apenas
2,2% do total possuiam didmetro entre 4,01 e 5,00um. Nio foram encontrados axénios

mielinicos regenerados com didmetro acima de 5,00pum.

Os axdnios regenerados no grupo que recebeu isoenxertos de A/J variou de 0,45 a
5,94um. Destes, 7,6% apresentaram didmetro infertor a 1,00um, 52,6% entre 1,01 e
2,00pm, 28,2% entre 2,01 ¢ 3;0011111, 9,9% entre 3,01 ¢ 4,00pm e apenas 1,7% do total
possuiam difmetro entre 4,01 e 5,00um. Foram ainda observados, 0,87% de axdnios

apresentando didmetro superior a 5,00um.

No grupo onde os isoenxertos eram de BALB/cJ, 0 DAM variou de 0,41 a 4,63 p.rh.
Do total observado, 8,2% possuiam didmetro inferior a 1,00pm, 60,0% entre 1,01 e

2,00um, 19,6% entre 2,01 e 3,00um e 10,6% entre 3,01 ¢ 4,00pm. Os maiores axénios

observados neste grupo, apresentaram-se entre 4,01 e 5,00um.
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3.2.3.4 - Didmetro dos Axdnios Mielinicos dos Nervos Nio Operados

(Figura 21, Tabela VI)

A morfometria dos axdnios mielinicos dos nervos nfio operados, mostrou haver
diferencas estatisticamente significativas entre as médias dos DAM nos grupos estudados.
As médias do DAM nas linhagens C57BL/6J e BALB/cJ ndo apresentaram diferencas
significativas, sendo elas respectivamente 3,21 + 1,21pm e 3,27 + 1,45um. Estas porém,

foram inferiores aquela obtida na linhagem A/J (3,55 + 1,60um).

Os F1 [CxB] apresentaram média de 3,65 + 1,60pum estatisticamente superior

aquelas das linhagens parentais. Ja os F1 [CxA] apresentaram média de 3,21 + [,21pym
que, comparada as médias das linhagens parentais, apresentou-se igual 4 de C57BL/6J,

porém inferior & de A/J.

A distribuigdo de frequéncia do DAM na linhagem C57BL/6J variou de 1,04 a
7,76um. Neste grupo, 15,2% dos axdnios mielinicos apresentaram didmetro entre 1,01 e
2,00pum, 32,4% entre 2,01 e 3,00um, 26,9% entre 3,01 e 4,00um ¢ 15,2% entre 4,01 e
5,00um. Os 10,3% restantes, apresentaram didmetros superiores a 5,01um, estando

distribuidos em percentagens decrescentes conforme o histograma.

Os axdnios mielinicos dos nervos ndo operados da linhagem A/J apresentaram
didmetros variando de 1,07 a 8,96um. Destes 16,28% possuiam dimensdes variando de
1,01 a 2,00um, 27,9% de 2,01 a 3,00um, 21,8% de 3,01 a 4,00um e 17,4% de 4,01 a
5,00pm. Os axdnios com didmetro acima de 5,01um totalizaram 16,6% do total, estando

distribuidos nos intervalos restantes.
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Os nervos ndo operados da linhagem BALB/cJ, apresentaram DAM variando de
0,90 a 8,58um. Os axdnios contidos no intervalo de 2,01 e 3,00um corresponderam a
33,6%, sendo os mais frequentes. Dos restantes, 16,0% representaram os axénios com
didmetro entre 1,01 e 2,00um, 25,6% entre 2,01 e 3,00um e 13,9% entre 4,01 e 5,00um.
Os ax0nios com didmetro acima de 5,01pm totalizaram 10,5%, estando distribuidos nos
intervalos restantes.

Os nervos nfio operados dos animais F1 [CxA] apresentaram ax6nios mielinicos
variando de 0,57 a 7,54um. Destes, 14,1% estavam no intervalo de 1,01 a 2,00um, 37,9%
entre 2,01 e 3,00um, 22,4% entre 3,01 ¢ 4,00um e 16,86% entre 4,01 ¢ 5,00um. Os

ax6nios com didmetro acima de 5,01um totalizaram 8,5% do total, estando distribuidos

em percentagens decrescentes nos intervalos restantes.

Os nervos nfio operados dos animais F1 [CxB] apresentaram ax6nios mielinicos
variando de 0,93pm a 8,10pum. Destes, 11,1% estavam no intervalo de 1,01 a 2,00um,
30,9% entre 2,01 e 3,00um, 22,1% entre 3,01 ¢ 4,00um e 16,7% entre 4,01 e 5,00pum. Os
axdnios com diimetro acima de 5,01um totalizaram 19,0% do total, estando distribuidos

em percentagens decrescentes nos intervalos restantes.
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3.2.3.5 - Espessura da Bainha de Mielina e Razdo "g" nos Grupos Experimentais

(Figuras 22 e 23, TabelaV1I)

O estudo morfométrico da EBM nos grupos experimentais mostrou nio haver
diferengas significativas entre os grupos que receberam isoenxertos. Da mesma forma,
naqueles grupos cujos animais receptores eram F1 [CxA], ndo foram observadas
diferengas significativas no que diz respeito 38 EBM. Porém, quando comparados os
grupos onde os receptores eram F1 [CxB], constatou-se que suas médias eram

estatisticamente distintas, sendo maior aquela do grupo onde o doador era BALB/cJ. De

modo geral, observou-se que os perfis das distribuighes de frequéncia da EBM

apresentaram-se semelhantes em todos os grupos, sendo clara uma maior quantidade de

ax6nios mielinicos com espessura de bainha entre 0,21 ¢ 0,30um.

Os animais F1 [CxA] que receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram valores
de EBM distribuidos entre 0,08 ¢ 0,67um e média igual a 0,29 + 0,10um. Destes, o
intervalo que apresentou maior frequéncia, correspondendo a 40,7%, foi aquele entre 0,21
a 0,30um, sendo seguido pelo intervalo entre 0,31 e 0,40um, que representou 27,6% do
total amostrado. Dois outros pequenos contingentes de ax6nios mielinicos, representando
17,5% e 11,8%, apresentavam bainha de mielina com espessura entre 0,11 ¢ 0,20um e‘
entre 0,41 ¢ 0,50pm, respectivamente. Somente 2,0% das espessuras amostradas
apresentaram-se superiores a 0,5Ium e apenas 0,41% inferiores a 0,10pum. A razdo "g"

neste grupo apresentou valores entre 0,39 ¢ 0,94 e média de 0,78 + 0,07, mostrando-se

estatisticamente superior a de qualquer outro grupo, exceto quanto comparada ao grupo
onde os receptores eram F1 [CxB] e 0s doadoreé C57BL/6].
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Os animais F1 [CxA]} que receberam enxertos de A/J apresentaram uma resposta
muito semelhante ao grupo onde os doadores eram C57BL/6J, sendo que suas fibras
mielinicas possuiam uma EBM variando entre 0,12 e 0,69um, com uma média de 0,30 %
0,09um. A distribui¢do de frequéncia destes resultados mostrou que 43,1% dos ax6nios
medidos apresentaram uma EBM variando num intervalo de 0,21 a 0,30um. Os 56,9%
restantes estavam distribuidos nas demais classes, sendo que 11,4% encontravam-se no
intervalo de 0,11 a 0,20um, 29,0% entre 0,31 ¢ 0,40um ¢ 14,5% entre 0,41 € 0,50um de
espessura. Apenas 1,6% dos axdénios medidos possuiam bainha de mielina com espessura

superior a 0,51um. A razdo "g" neste grupo experimental variou de 0,48 a 0,91, possuindo

uma média igual a 0,75 £0,07.

A distribuigdo de frequéncia da EBM no grupo onde os doadores eram F1 [CxB] ¢
os receptores CS7BL/6J, variou de 0,11 a 0,54un, com média de 0,29 + 0,09um. Os
axonios mielinicos apresentaram predominantemente uma espessura de bainha variando
entre 0,21 e 0,40um, correspondendo a 72,8% do total amostrado, sendo que 42,1%
estavam no intervalo de 0,21 a 0,30um e 30,7% entre 0,31 e 0,40um. As trés classes
restantes apresentaram-se distribuidas em percentagens decrescentes, correspondendo
respectivamente a 15,2% (de 0,11 a 0,20um), 9,9% (de 0,41 a 0,50um) e 2,3% (superior

a 0,51um). Os valores da razdo "g" estavam entre 0,40 e 0,89 com média de 0,78 + 0,07. |

Os animais F1 [CxB] que receberam enxertos de BALB/cJ apresentaram axénios
mielinicos regenerados com uma EBM variando de 0,15 a 0,60um, com média igual a
0,32 + 0,09um. Esta foi significativamente superior 4 média obtida no grupo anterior,
onde os doadores eram da linhagem CS7BL/6J. Tal resultado é comprovado no

histograma de frequéncia correspondente, onde observa-se dois intervalos com valores
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proximos que totalizam 71,2%. O primeiro corresponde a classe de espessuras enire 0,21
a 0,30um, equivalendo a 37,8% do total e o segundo aquela entre 0,31 e 0,40um,
equivalendo a 33,3% dos ax6nios amostrados. Ainda foram observadas espessuras
distribuidas em mais trés intervalos, os quais corresponderam respectivamente a 17,6%
(0,41 a 0,50um), 8,0% (0,11 a 0,20um) e 3,2% (superior a 0,51um). Os valores da razio

g" apresentaram-se num intervalo de 0,37 a 0,88, com média de 0,74 + 0,07. Esta foi

significativamente inferior 4 observada no grupo anterior, denotando um maior indice de

mielinizagdo.

Os grupos compostos por animais que receberam isoenxertos de C57BL/6J, A/J e

BALB/cJ ndo apresentaram diferengas significativas no que diz respeito 8 EBM , sendo

suas médias respectivamente 0,30 = 0,08um, 0,31 + 0,10pm e 0,30 £ 0,08 um.

O grupo onde foram utilizados isoenxertos de C57BL/6J apresentou axdnios
mielinicos com EBM variando de 0,14 a 0,64um, estando distribuidos em seis classes. A
mais frequente (47,6%) continha bainhas com espessura variando entre 0,21 ¢ 0,30pum,
sendo seguida pela classe delimitada entre 0,31 e 0,40um que correspondeu a 31,0% do
total. Apenas 13,1% das fibras regeneradas possuiam bainha de mielina com espessura
superior a 0,41% e 8,3% eram inferiores a 0,20um. A razdo "g" obtida neste grupo variou.
de 0,35 a 0,90, com média de 0,75 + 0,06, sendo estatisticamente superior aquela obtida

no grupo onde os isoenxertos eram de A/J.

Os animais que receberam isoenxertos de A/J apresentaram axdnios mielinicos
regenerados com EBM entre 0,01 e 0,70pm, distribuidos em sete classes, onde 45,1% do

total encontravam-se num intervalo de 0,21 a 0,30pm. Dos 54,9% restantes, 28,8%
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possuiam EBM entre 0,31 ¢ 0,40um, 9,3% eram inferiores a 0,20um e 16,8% eram

superiores a 0,41pm.

Nos animais que receberam isoenxertos de BALB/cJ os valores obtidos para EBM
variaram de 0,14 a 0,54um. Novamente uma maior percentagem de axonios com EBM no
intervalo de 0,21 a 0,30pm foi observada (45,1%). Ainda neste grupo, 33,0% das fibras
amostradas apresentaram bainha com espessura entre 0,31 e 0,40pm. Dos 21,5%

restantes, 6,3% continha EBM inferior a 0,20um e 15,3% superior a 0,41pum.

3.2.3.6 - Espessura da Bainha de Mielina e Razdo "g" nos Nervos ndo
Operados (Figura 24, Tabela VII)

A morfometria dos axfnios mielinicos dos nervos ndo operados mostrou haver
diferengas significativas entre as médias da EBM nos grupos estudados. As médias da
EBM obtidas nas linhagens C57BL/6J e BALB/cJ apresentaram-se estatisticamente
diferentes, sendo elas 0,70 + 0,29um e 0,67 £ 0,26um, respectivamente. Estas porém,

ndo foram diferentes da média da EBM dos animais A/J (0,68 + 0,26pum).

Os F1[CxA] apresentaram média de 0,66 + 0,25um, estatisticamente a mesma das
linhagens parentais. Ja os animais F1[CxB] apresentaram média igual a 0,72 + 0,30um,
que comparada as médias das linhagens parentais apresentou-se estatisticamente
semethante. Porém, observou-se que os animais F1[CxB], apresentaram axénios com uma
EBM superior aos F1{CxA}. No que diz respeito a razdo "g", os cinco grupos controle nio

apresentaram diferengas significativas entre suas médias.
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A distribuigdo de frequéncia da EBM dos animais F1[CxA] variou de 0,17 a
1,27um. Neste grupo, os intervalos compreendidos entre 0,31 e 1,00pum corresponderam
a 86,1% do total. Dos 13,8% restantes, 5,1% possuiam espessura inferior a 0,30um,
enquanto que 8,8% foram superiores a 1,00pm, Os valores da RZG neste grupo estavam

entre 0,50 e 0,87, com média de 0,70 & 0,05.

Os ax6nios mielinicos presentes nos nervos ndo operados dos animais F1[CxB],

apresentaram EBM variando entre 0,19 e 1,60um. Deste total, 60,1% possuiam espessura
variando de 0,31 a 0,80pm ¢ 33,4% de 0,81 a 1,30um. Os axdnios com EBM acima de

1,30pm totalizaram 2,27% e aqueles abaixo de 0,30pm, 4,25%. A RZG variou de 0,57 a
0,83, com média de 0,70+0,04,

Os nervos ndo operados pertencentes aos animais da linhagem A/J, apresentaram
axonios com uma EBM variando de 0,24 a 1,58um, com média igual a 0,70 + 0,29um.
Dois intervalos foram os mais frequentes, computando 95,7% do total amostrado. O
primeiro corresponde aquele entre 0,31 ¢ 0,90um, representando 73,3%, sendo o segundo
entre 0,91 e 1,30um, totalizando 22,4%. Dos 4,3% restantes, 1,7% correspondiam a
axOnios com EBM inferior a 0,30um e 2,6% com EBM superior a 1,30um. A RZG neste
grupo variou de 0,54 a 0,81, com média igual a 0,70 + 0,05.

A distribuigdo de frequéncia da EBM no grupo de animais da linhagem C57BL/6]
variou de 0,16 a 1,33um, com média de 0,67 + 0,26pm. Os axdnios mielinicos
apresentaram-se predominantemente em dois intervalos, os quais corresponderam a 91,4%

do total amostrado. O primeiro representando 54,3%, continha axdnios com EBM de 0,30
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a 0,70um e o segundo, com 32,1% do total, possuia axdnios com EBM entre 0,70 ¢
1,10um. Os 8,6% restantes estavam presentes em dois outros intervalos, correspondendo
respectivamente a 2,2% (inferior a 0,30pm) ¢ 6,4% (superior a 1,10um). Os valores da

RZG estavam entre 0,47 e 0,86, com média 0,69 = 0,06.

Os animais da linhagem BALB/cJ apresentaram axdnios mielinicos com EBM
variando entre 0,25 e 1,34pm, com média de 0,67 + 0,26pum. Dois intervalos foram os
mais frequéntes, correspondendo a 95,2% do total amostrado. O primeiro corresponde

aquele entre 0,30 e 0,80pm, representando 67,0%, e o segundo entre 0,80 e 1,22,

totalizando 28,2%. Dos 4,8% restantes, 2,9% possuiam EBM inferior a 0,30um e 1,9%

possuiam EBM superior a 1;20 um. Os valores da RZG estavam entre 0,49 ¢ 0,79 com

média 0,70 £ 0,05.
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A regeneragdo do SNP depende basicamente da capacidade das células ndo neurais
do nervo em reorganizar a regido lesionada em tempo habil, proporcionando um
microambiente adequado para o subsequente crescimento axonal e da capacidade
intrinseca dos neurdnios para desenvolver a resposta regenerativa apos uma lesdo
(Fawcett & Keynes, 1990; Fawcett, 1992). Desta forma, o delineamento do modelo
experimental empregado neste trabalho baseou-se nos dados ora existentes sobre a
participagdo e a importincia relativa dos elementos neurais ¢ nfo neurais no processo da

regeneracgdo nervosa periférica.

Nos ultimos anos, tém-se dado grande énfase ao estudo das modificages que

ocorrem, a curto ¢ longo prazo, no comportamento das células nfo neurais e no
microambiente do nervo em resposta a uma determinada lesfo. Neste sentido, muitas
evidéncias experimentais comprovaram que oOs primeiros eventos subsequentes a
axotomia, envolvendo as CS (Ide et al.,, 1983; Gulati, 1988; Hall, 1986) e os macréfagos

(Dahlin, 1995), sdo determinantes para o sucesso da regeneragdo axonal futura.

Particularmente, Dahlin (1995), estudando a importincia da invasio do nervo em
degeneragdo pelos macréfagos, mostrou que se esta for impedida, ha uma significativa
diminui¢do no crescimento axonal de fibras sensitivas, durante o processo regenerativo
subsequente. Neste experimento, segmentos de nervo cidtico de ratos, inseridos em
compartimentos construidos com filtros de celulose (millipore), que impediam a invasdo
de qualquer tipo celular em seu interior, foram implantados subcutineamente. Apés 3 ou
14 dias, os mesmos segmentos de nervo foram enxertados no nervo ciatico contra-lateral
dos mesmos animais. A regeneragfio axonal sensitiva foi monitorada empregando-se o

chamado “pinch reflex test”. Os resultados mostraram que nos enxertos onde impediu-se a



DISCUSSAQ 65

invasdo de macréfagos, a regeneragdo axonal, apds 6 dias, foi significativamente inferior
aquela obtida nos grupos onde a degeneragdo Walleriana transcorreu normalmente. Estes
resultados foram compativeis com os obtidos por Beuche & Friede (1984), utilizando
protocolo experimental semelhante, e por Stol_l et al. (1989), empregando técnicas
imunohistoquimicas para o estudo de nervos transeccionados e regenerados por periodos

variando de 1 a 28 dias..

Os macréfagos sdo comprovadamente células efetoras da remogdo dos fragmentos

axonais ¢ da bainha de mielina durante a degeneragdo Walleriana. Além disso,
recentemente, Bruck et al. (1995), baseando-se em experimentos in vivo ¢ in vitro com

camundongos C57BL/Ola e CS57BL, propuseram que a invasfo destas células no
microambiente neural ¢ influenciada e modulada pela quebra da homeostase do nervo,
resultante principalmente da fragmentagio dos axdnios e da bainha de mielina. Por outro
lado, Lu et al. (1990) obtiveram evidéncias que, apesar dos camundongos da linhagem
C57BL/6J apresentarem deficiéncias no recrutamento de macréfagos, esta nfo seria a

causa principal de sua baixa capacidade regenerativa axonal em resposta a uma les#o.

Nossas observagdes qualitativas dos nervos pré-degenerados provenientes das trés
linhagens estudadas, mostraram, apés duas semanas da lesdo, uma morfologia condizente
com as descrigdes presentes na literatura (Cajal, 1928; Gibson, 1979; Stoll et al., 1989).
Tal morfologia caracterizava-se pela presenga de um ambiente endoneural dilatado, muito
rico em fibras colagenas, contendo ainda um pequeno nimero de fibras nervosas em
franco processo degenerativo (Figura 3). Ao microscopio eletrdnico, pudemos identificar
diversos macrofagos presentes no microambiente do nervo em degeneracfo. Estes

apresentavam fagossomos eletrondensos, preenchidos por lipideos provavelmente
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provenientes das bainhas de mielina. Em alguns casos ainda, observamos ax6nios inteiros
em degeneragdo, apresentando em seu axoplasma, microtibulos e microfilamentos
agregados de maneira a formar corpos eletrondensos (Figura 3), semelhantes aos descritos
por Beuche & Friede (1984). Assim, nossos resultados sugerem que o processo de
degeneragio Walleriana transcorreu de forma semelhante nas trés linhagens de
camundongos isogénicos utilizadas, promovendo uma organizagio do microambiente
nervoso para um subsequente repovoamento axonal, previamente aos procedimentos de

transplante do enxerto para o animal receptor.

Outro importante tipo celular comprometido no processo da degeneragdo

Walleriana sdo as células de Schwann (CS). Sabe-se que apds a transecgdo do nervo, as
CS entram em processo mitético acelerado, desenvolvendo atividade fagocitica e,
juntamente com os macrofagos, participam da retirada dos residuos de axénios e

fragmentos de bainha de mielina (Morris et al. 1972; Nathanie! & Pease, 1963).

Estudando a importancia das CS no processo da degeneragfio nervosa, Beuche &
Friede (1984), fazendo uso de tubos de milipore, cujas paredes impediam o trinsito
celular, isolaram segmentos de nervos frénico e ciatico de camundongos, implantando-os
no espago intraperitonial desses animais. Observaram, a partir deste modelo experimental,
que as CS apenas rejeitavam suvas bainhas de mielina, ndo proliferando e n#o
demonstrando capacidade fagocitica. Stoll et al. (1989) e White et al. (1989), porém,

empregando técnicas imunohistoquimicas, utilizando anticorpos especificos para proteina

basica de mielina, obtiveram resultados comprovatérios da participacdo ativa das CS em

tal processo. Estes autores observaram imunomarcagdo positiva do conteddo de
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fagossomos presentes no interior do citoplasma das CS, demonstrando a presen¢a de

lipideos componentes da bainha de mielina.

Em nosso estudo qualitativo, observamos a ocorréncia de uma grande
proliferagdo das CS no microambiente dos nervos transeccionados, nas trés linhagens
estudadas. Néo foram observadas porém, diferengas morfoldgicas entre elas, sugerindo
uma resposta semelhante das CS nos camundongos C57BL/6J, A/J e BALB/c. Tal fato
pode ser reforgado pela anélise dos resultados quantitativos relacionados aos parimetros

morfométricos de espessura da bainha de mielina e razio “g”, que serfo discutidos

adiante,

A degeneragio Walleriana tem sido amplamente estudada por constituir-se num
importante evento que precede a regeneragdo nervosa, podendo ,em alguns casos, ser
empregada no sentido de intensificd-la. De fato, Kemns et al. (1993), através de
transplantes de nervo ciatico, demonstraram que, em ratos, apés um periodo de uma
semana de pré-degeneragio, os autoenxertos promoviam uma regeneracdo

significativamente superior aquela promovida pelos nervos frescos, 10 dias apés o

transplante.

Utilizando um protocolo semelhante ao de Kerns et al. (1993), Danielsen et al.
(1994) observaram que autoenxertos de nervos pré-degenerados por um periodo de 1 a 28

dias, promoviam uma aceleragdo do processo regenerativo quando comparados aos

enxertos frescos. Estes resultados foram obtidos pela andlise da taxa de crescimento
axonal (mm/dia) e do periodo (dias) entre a lesdo e o inicio da regeneragdo axonal no

enxerto. Baseados nestes pardmetros, os enxertos pré-degenerados por um perfodo de 14



DISCUSSAO 69

dias, mostraram-se capazes de acelerar a resposta regenerativa axonal, Estes resultados
sustentam nossa hipdtese que o periodo de 14 dias de pré-degeneragdo empregado em
nosso modelo experimental, foi suficiente para aumentar o niimero de CS e promover a

organizagio do microambiente do enxerto para a regenera¢do axonal.

E importante ressaltar que o tipo de lesdo empregada por Danielsen et al. (1994)
foi 0 esmagamento do nervo, enquanto que em nosso estudo, a pré-degeneracdo do doador
foi realizada por meio de transec¢do do nervo cidtico. E amplamente conhecido que a

transecgdo corresponde a uma lesdo mais intensa que 0 esmagamento, promovendo uma
degeneragdo Walleriana mais pronunciada (Seddon, 1943). Isto porque no esmagamento,

0s cotos permanecem conectados por meio das bainhas conjuntivas, sem rompimento dos
tubos de membrana basal. Por outro lado, na transec¢do os cotos proximal e distal sdo
separados. Além disso, sabe-se que, duas semanas apds a transec¢do, os niveis de NGF no
coto distal atingem valores cinco vezes superiores aos observados no nervo normal,
Paralelamente, até trés semanas apds axotomia, nesta mesma regifio, os niveis de

mRNA™" permanecem dez a quinze vezes superiores aos observados em nervos normais

(Heumann et al.,, 1987).

Portanto, confrontando os dados reportados na literatura com os nossos achados
morfologicos, acreditamos que os enxertos pré-degenerados empregados neste estudo,
contendo pequeno nimero de axdnios em degeneragdo, poucos fragmentos de bainha de
mielina e grande nimero de CS, sustentaram e mesmo aceleraram o crescimento axonal
(Figura 3),

Tal hipétese ainda pode ser reforgada pelo fato de que, crﬁpregando-se a

transec¢do e ndo se permitindo que ocorra a subsequente reinervagdo do coto distal,
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mantém-se relativamente altos os niveis de fatores neurotréficos no microambiente do
enxerto (Heumann et al,, 1987). Adicionalmente, as CS, ja organizadas nas bandas de
Bungner permanecem expressando grande quantidade de receptores de baixa afinidade
para neurotrofinas (Tainiushi et al., 1988; Funakoshi et al., 1993). No caso de pré-
degenerago por esmagamento, haveria o crescimento axonal no interior da porgo do
nervo a ser transplantada (bahlin, 1995), dificultando a regeneragfio axonal no animal

receptor.

No presente trabalho, propusemos um modelo experimental baseado no emprego
de transplantes homélogos de nervos cidticos pré-degenerados. Com isto, buscamos obter

dados para o melhor entendimento da baixa capacidade regenerativa axonal apresentada
pela linhagem C57BL/6J. Consideramos que, com este protocolo seria possivel oferecer o
microambiente de regeneragdo do nervo desta linhagem a uma de maior capacidade e

vice-versa.

Contudo, o protocolo de transplante entre as linhagens isogénicas incorreria na
rejeicdio dos enxertos, uma vez que estas apresentam complexo principal de
histocompatibilidade diferentes. Sabe-se que a linhagem CS57BL/6J possui um haplétipo
H-2 do tipo b, enquanto que as linhagens BALB/c ¢ A/J apresentam haplétipo do tipo a do
tipo d respectivamente. De fato, recentemente, Levi & Bunge (1994) demonstraram,
através de técnicas imunohistoquimicas que, | CS humanas transplantadas em nervos
regenerados de ratos imunodeficientes eram preservadas e mantinham suas propriedades
funcionais. Porém, quando este procedimento foi realizado utilizando-se como receptores

animais imunocompetentes da linhagem BALB/c, a maioria das CS transplantadas foi
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eliminada por um profuso infiltrado inflamatério. Além disso, grande porcentagem das CS

remanescentes foi incapaz de produzir bainha de mielina.

Assim, procurando evitar a rejeigdo dos enxertos, utilizamos como receptores,
animais hibridos advindos do cruzamento de CS7BL/6J com A/} ¢ BALB/¢, obedecendo-
se assim a terceira lei fundamental dos transplantes (Roitt et al., 1993). Por outro lado, ao
empregarmos este protocolo, houve a necessidade de quantificarmos a capacidade
regenerativa axonal dos animais F1[CxA] e F1[CxB]. Para isso, utilizamos como

pardmetro, a contagem do nimero total de axOnios mielinicos regenerados apds seis
semanas da tubulizagio do nervo cidtico desses animais. Este procedimento foi

empregado pois, na literatura, ha estudos comparativos da regeneragio axonal entre as
linhagens C57BL/6J, A/J e BALB/cJ (Da-Silva et al., 1990; Lainetti et al., 1995), os quais

nos serviram como base para avaliar nossos resultados.

Os resultados obtidos com este modelo, demonstraram nfo haver diferenga entre o
numero de axdnios mielinicos regenerados entre os F1[CxA] e F1]{CxB]. Da mesma
forma, comparando-se esses resultados com aqueles obtidos por Lainetti et al. (1995),
observou-se que os animais F1[CxA] e F1[CxB] apresentaram um nimero de axdnios
mielinicos semelhante ao das linhagens BALB/c e A/J. Assim, enquanto camundongos da
linhagem C57BL/6J apresentaram 1024 + 178 axénios mielinicos regenerados, A/J 1788 +
95 ax0nios € BALB/cJ 1618 + 64 axdnios (Lainetti et al., 1995), os animais F1[CxA]
apresentaram 1617 + 228 ax6nios ¢ F1[CxB] 1788 + 425 axdnios (Figura 15, Tabela II).

Estas observa¢des foram importantes para a validagdo do nosso modelo

experimental, uma vez que os dois grupos de animais F1 apresentaram caracteristicas
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regenerativas semelhantes. Desta forma, a contagem dos ax0nios mielinicos regenerados e
os dados morfométricos obtidos nos experimentos de transplantes puderam ser
comparados entre si, evitando-se a rejei¢do dos enxertos, uma vez que havia

histocompatibilidade entre os animais doadores e receptores.

A anédlise da morfologia dos nervos regenerados apds 4 semanas do transplante,
mostrou ser esta muito semelhante em todos os grupos (Figuras 3 a 11). Observou-se que
uma CS sempre estava relacionada a apenas uma fibra mielinica, enquanto que vérios

ax0nios amielinicos compartilhavam prolongamentos de uma dnica CS. Os nervos

regencrados apresentaram fibras mielinicas e amielinicas tipicamente organizadas em

minifasciculos. Eles eram delimitados por prolongamentos de células perineurais
apresentando membrana basal ao seu redor, condizendo com as descrigles presentes na

literatura (Cajal, 1928; Gibson, 1979, Stoll et al., 1989).

Tal padrio de minifasciculagfo foi descrito por diversos autores que utilizaram a
técnica de tubulizagdo (Scaravilli, 1984; Da-Silva, 1987; Le Beau et al, 1988), assim
como por outros pesquisadores, ufilizando técnicas diferentes de reparo cirtirgico de
nervos periféricos, tais como neurorrafia (Sunderland, 1978). Este quadro também
descrito por Morris et al. (1972), ao nivel de microscopia eletrdnica, parece constituir-se

num processo de compartimentaliza¢fo que visa o restabelecimento da homeostase no

ambiente de regeneragfio do nervo.

Em nosso caso, a ocorréncia da minifasciculagdo pode ser explicada considerando-

se a seqiiéncia de eventos citolégicos que ocorrem quando sfio implantadas proteses

tubulares vazias. Nesta situagfo, decorridas aproximadamente 24 horas do implante, o
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espago entre os cotos ¢ inicialmente preenchido por um fluido de composigio semelhante
ao plasma sanguineo que, a seguir, da lugar & formagdo de uma matriz de fibrina (Longo
et al,, 1983; Williams et al., 1983). Esta primeira estrutura sélida que interliga os dois
cotos, serve como substrato para a migragio de células ndo neurais provenientes dos
mesmos. As primeiras células a migrarem para o interior do tubo sdo os fibroblastos,
seguidas pelas CS (Lundborg, 1980; Longo et al, 1983; LeBeau et al, 1988). Com
relagdo a estas ultimas, embora tenha havido certa controvérsia, ¢ consenso atualmente
que sua migragio independe do crescimento dos brotamentos axonais (Aguayo et al.,

1973; Keynes, 1987; LeBeau et al., 1988; Williams et al., 1993; Abernethy et al., 1994).

Neste contexto, acreditamos que o processo de regeneragfo nervosa, subsequente
ao transplante dos enxertos, transcorren de maneira semelhante em todos os grupos
experimentais. Considerando ainda os nossos resultados morfolégicos, verifica-se que os
enxertos provenientes das linhagens isogénicas ndo foram rejeitados e promoveram um
suporte adequado A regenera¢io axonal nos animais F1 receptores. E razoavel portanto
supor que isto foi possivel principalmente devido & sobrevivéncia das CS nos enxertos.
Assim, acreditamos ter obtido evidéncias que validam a utilizagdo deste protocolo

experimental para avaliar o desempenho das CS no ambiente do nervo em regeneragio.

Os resultados quantitativos, pertinentes ao nimero total dos ax6nios mielinicos
regenerados, foram divididos em dois conjuntos considerando-se o tipo de transplante

realizado. O primeiro conjunto constituiu-se dos grupos 1 (D:C57BL/6J; R:F1[CxA]), 2
(D:A, R FLCxA]), 3 (D:C57BL/6Y;, RF1CxB]) ¢ 4(D:BALB/); R:F1[CxB])
(aloenxertos). O segundo conjunto constituiu-se dos grupos 5 (D:C57BL/6J; R:
C57BL/6Y); 6 (D:A/J; R:A/T) e 7 (D:BALB/cJ; R:-BALB/cJ) (isoenxertos).
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Os transplantes referentes ao primeiro conjunto de grupos tiveram como objetivo
principal comparar a resposta regenerativa axonal promovida pelos enxertos de C57BL/6J,
A/J e BALB/c nos receptores F1{CxA] e F1[CxB]. Este procedimento visou investigar se
a baixa capacidade regenerativa axonal apresentada pela linhagem C57BL/6J é fruto de

uma incapacidade das células ndo neurais do nervo, de reorganizarem seu microambiente

apds a lesdo.

Observamos que o niimero de axdnios mielinicos regenerados nos animais que
receberam enxerto de C57BL/6J foi, em termos absolutos, inferior ao obtido quando o

enxerto era de A/J, sendo porém superior ao de BALB/cJ (Figura 12, Tabelas I e IIT). Por
outro lado, analisando-se o mimero de axdnios mielinicos existentes nos nervos contra-
laterais dos animais receptores, observou-se haver diferengas significativas entre eles.
Estes resultados tornaram necessério o célculo de um valor relativo que levasse em conta
o nimnero inicial de axdnios mielinicos presentes no nervo ciatico do animal receptor
(nAN), bem como o mitmero final de axdnios regenerados (nAR). Calculou-se entdo uma
relagdo entre o nAR e o nAN, obtendo-se assim um valor que denominamos coeficiente
regeneragdo axonal (CR). A partir dos valores de CR calculados, observou-se nfio haver
diferencas estatisticas entre o miimero de axdnios mielinicos regenerados nos grupos onde
os enxertos eram provenientes de C57BL/6J ou de A/J, isto €, grupos 1, 2 e 3 (Figura 14,
Tabela 1IV). Estes porém mantiveram-se superiores aos observados no grupo 4, onde o

enxerto era proveniente de camundongos BALB/c]J.

Os transplantes realizados no segundo conjunto de grupos tiveram como objetivo

principal servir de controle dos grupos de aloenxerto no que diz respeito a eventuais
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processos de rejeicdo, uma vez que nos isoenxertos ndo ha incompatibilidade de MHC.
Estes grupos tiveram como finalidade adicional, estudar também do ponto de vista
quantitativo, a influéncia da pré-degeneragfo do enxerto na regeneragdo axonal. Para isso
foram comparados o nimero e os pardmetros morfométricos dos axdnios regenerados

observados nos isoenxertos de C57BL/6J, A/J e BALB/c.

Os resultados obtidos nestes grupos mostraram nfo haver diferengas significativas
do nimero de axdnios mielinicos regenerados nos trés grupos de isoenxertos, tanto em
valores absolutos quanto relativos (CR). Por outro lado, ¢é interessante observar que ao se
oferecer um isoenxerto pré-degenerado aos animais C57BL/6J, estes apresentaram uym
aumento da resposta regenerativa axonal, igualando-se aquela apresentada pelos
camundongos A/J e BALB/cJ (Lu et al., 1990; Da-Silva et al., 1991; Lainetti et al., 1995).
Assim, este fato nos leva a crer que nos camundongos C57BL/6J exista, apés uma lesdo
nervosa, uma possivel dissincronia entre os eventos da degeneragdo Walleriana e o inicio
da regeneragdo axonal. Provavelmente, empregando-se a pré-degeneragfio do enxerto

previamente ao transplante, tenha-se minimizado esta deficiéncia, o que resultou numa

maior regeneragio axonal.

Nossas observagdes sdo reforgadas pelos achados presentes na literatura, onde
também h4 outros indicios mostrando que a menor capacidade regenerativa axonal
apresentada pela linhagem C57BL/6J seja resultado de problemas neuronais surgidos
subsequentemente a lesdo. Lu et al. (1994), utilizando linhagens recombinantes de
C5TBL/6J e A/J comprovaram, em estudo preliminar, que a baixa regeneragio axonal
apresentada pelos camundongos C57BL/6J deve-se a caracteristicas genéticas associadas a

multiplos loci, sendo os neurdnios sensitivos aparentemente os mais prejudicados.
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Recentemente, Lametti et al. (1995), fazendo uso da técnica de tubulizagdo do nervo
cidtico associada a marcagfo dos neurdnios sensitivos e motores com HRP (peroxidase do
rébano silvestre), concluiram que ha uma extensa morte dos neurdnios sensitivos nos

camundongos C57BL/6J, 0 que poderia justificar o baixo niimero de axdnios regenerados.

Com o objetivo de testar a hipétese de que o ambiente nfo neural dos
camundongos C57BL/6J ndo apresenta diferencas comparativamente aqueles das
linhagens A/J e BALB/c], nosso estudo quantitativo baseou-se na analise morfométrica do
DFM, do DAM, da EBM e da RZG. O estudo do comportamento das CS em particular,

foi realizado a partir dos valores da EBM ¢ da RZG, enquanto que a resposta regenerativa

axonal foi considerando-se os resultados de DFM e DAM.

A EBM ¢ um pardmetro morfologico que ilustra diretamente o nivel de atividade
fisiolégica das CS durante a regeneragdo, estando também relacionada a recuperagio
funcional do nervo, tendo sido utilizada na avaliagio da evolugio do processo
regenerativo axonal por diversos autores (Lundborg, 1982; Levi & Bunge, 1994; Langone,
1991; Pollard & McLeod, 1980). A RZG, que corresponde ao quociente entre DAM e
DFM, ¢ um pardmetro morfométrico que expressa a relagdo que se estabelece entre a CS e

0 axdnio durante a regeneragdo funcional do nervo (Rushton, 1951; Smith & Koles, 1970;

Waxman, 1980).

Nossos resultados morfométricos mostraram que a EBM dos axonios regenerados
nos animais F1{CxA] ¢ F1[{CxB}, que receberem enxertos de CS7BL/6J, A/J ou BALB/c,

foi estatisticamente igual. Da mesma forma, nos grupos onde foram realizados isoenxertos,

a EBM dos axdnios regenerados foi estatisticamente semelhante, inclusive nio
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apresentando diferengas em relagfo aos grupos dos homoenxertos (Tabela VII). A partir
desses resultados, parece-nos licito concluir que as CS presentes nos enxertos de
C57BL/6J, A/J e BALB/cJ devem apresentar caracteristicas metabélicas semelhantes.
Assim, estes dados contribuem para a consolidagdo da hipétese de que a menor capacidade
regenerativa axonal dos camundongos C57BL/6J ndo seria promovida por deficiéncias no

microambiente nfo neural, particularmente pelas CS.

Analisando-se os resultados da RZG, observa-se que os grupos de aloenxertos qué

receberam transplantes de C57BL/6J apresentaram valores estatisticamente superiores aos

demais grupos, que por sua vez, ndo diferiram entre si (Tabela VIII). Isto possa talvez ser
justificado pelo fato dos axOnios mielinicos regenerados, amostrados nestes grupos,

apresentarem dimensdes (DFM e DAM) estatisticamente superiores a0s demais grupos.

Ainda a este respeito, os valores do DFM bem como do DAM podem ser
ilustrativos para um melhor entendimento das caracteristicas regenerativas intrinsecas do
microambiente de nervo nos camundongos CS57BL/6J. Cuﬁosarﬁentc, os camundongos
receptores F1[{CxA] e F1[CxB] que receberam enxertos de C57BL/6J apresentaram DFM e
DAM estatisticamente superiores aos grupos onde os enxertos foram de A/J ou de
BALB/cJ, bem como nos grupos dos isoenxertos (Figuras 16 e 17, Tabelas V e VI). Estes
resultados nos levam a propor a hipdtese de que o microambiente do nervo dos
camundongos C57BL/6] apresenta caracteristicas intrinsecas capazes de promover e
sustentar o processo regenerativo axonal de forma igual, ou mesmo mais eficiente que as
linhagens A/ ou BALB/cJ. Além disso, a baixa capacidade regenerativa axonal da
linhagem C57BL/6J poderia ser consequéncia de uma dissincronia espago-temporal entre

os ax0nios em regeneragdo ¢ os estimulos presentes no microambiente do nervo. Isto



DISCUSSAO 78

justificaria o resultado positivo da regeneragfo axonal, no que diz respeito ao DFM e
DAM, ao transplantar-se um segmento de nervo de C57BL/6J num animal F1 com

caracteristicas regenerativas semelhantes s outras linhagens empregadas neste estudo.

De fato, Waegh et al. (1992) e, mais recentemente, Snipes & Suter (1994)
ressaltaram a importancia da relagdo entre o axdnio e CS. Estes autores propuseram que o
didmetro axonal poderia ser de alguma forma modulado pelas CS que influenciariam a
quantidade de neurofilamentos polimerizados no axoplasma. Provavelmente, um dos

mecanismos envolvendo as glicoproteinas associadas a4 mielina (MAGs) promoveria a

ativagdo ou desativagio de fosforilases, levando 4 polimerizagdo ou despolimerizagio de
neurofilamentos no axoplasma. Quando esta relagdo ndo se processa normalmente, como
por exemplo nos camundongos mutantes BALB/c Trembler, ocorre tanto uma redugio da
taxa de mielinizagdo quanto uma diminui¢io do didmetro axonal, diretamente relacionadas

a baixa taxa de polimerizagdo dos neurofilamentos no axoplasma (Waegh et al., 1992).

Diversos pesquisadores, nos altimos anos, também tém reforgado a importincia da
interagdo axonal com fatores neurotréficos presentes no microambiente do nervo durante
0 processo regenerativo (para revisdo vide Beck et al, 1994). Inimeros estudos tém
demonstrado que apds uma axotomia, desencadeia-se uma série de alteragdes & nivel de
sintese de fatores de crescimento e newrotrofinas, assim como expressio de seus
receptores de baixa e alta afinidade (Beck et al.,, 1994; Tainiuchi et al., 1988; Rorsching,
1993; Derby et al.,1993; Sendtner et al., 1992; Funakoshi et al., 1993). E amplamente
conhecido que todas as neurotrofinas (NGF, BDNF, NT- 3 ¢ NT-4/5) ligam-s¢ a um

receptor de baixa afinidade (p75NGFR), havendo também para cada uma delas, receptores
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de alta afinidade (TrK-Receptores Tirosina Kinase dependentes), denominados TrKA
(NGF), TrKB (BDNF e NT4) e TtKC (NT3) (Meakin & Shooter, 1992).

Em um estudo minucioso, Funakoshi et al. (1993) observaram que no nervo cidtico
normal, os niveis de NGF, BDNF e NT-4/5 sdo baixos, enquanto que os niveis de NT-3
mostram-se relativamente aitos. Paralelamente, os receptores de alta afinidade para as
neurotrofinas acompanham o padrdo de expressdo de seus ligantes especificos, ou seja,
ttkA ¢ kB (NGF, BDNF e NT-4/5, respectivamente) apresentam-se em pequenas

quantidades enquanto que trkC (NT-3) € abundante. Embora as CS presentes no nervo
ciatico normal apresentem baixos niveis de mRNA para os receptores trkB, elas contém

altos niveis desses receptores truncados, necessitando apenas o dominio tirosino-kinase
intracelular para tornarem-se ativos. Apds a transec¢do do nervo, os niveis de NGF e
BDNF aumentam rapidamente nas CS presentes no coto distal, e os niveis de NT3 ¢ NT4
declinam. Neste periodo, a expressio de todos os receptores de alta afinidade ¢
amplamente reduzida no coto distal, enquanto que os niveis do receptor de baixa

afinidade (p75"**) aumentam grandemente até que a relagdo CS/ax6nio seja restabelecida.

Assim, conjugando os resultados obtidos no presente estudo com o que se conhece
atualmente sobre a neurobiologia da linhagem C57BL/6J, bem como sobre a dindmica da
expressdo das neurotrofinas ¢ seus receptores durante a regeneragio nervosa periférica,
propomos que a baixa capacidade regenerativa axonal apresentada por esta linhagem
possa ser decorrente de uma defasagem espago-temporal na producdo e expressdo das
neurotrofinas e seus receptores pelas CS e axénios apds a lesio do nervo. Em outras
palavras, tal deficiéncia resultaria da baixa estimulagdo do coto proximal para emitir

brotamentos axonais, devido a uma possivel expressdo reduzida de receptores de alta
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afinidade para moléculas neurotréficas, pela célula nervosa, nos estagios mais precoces do

processo regenerativo do axdnio.

Esta hipdtese entretanto, necessita de ampla comprovagdo. A investigacdo da
mesma deve ser feita ao nivel molecular, através de experimentos que permitam
quantificar a produgfio e expressdo dos fatores neurotrdficos, bem como de seus

receptores especificos, durante a regeneragdo nervosa periférica nestes animais.



5. CONCLUSOES
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1) Os nervos pré-degenerados provenientes das trés linhagens estudadas mostraram, duas
semanas apos a transec¢do, uma morfologia condizente com as descri¢Ses da literatura,

ndo sendo observadas diferencas entre eles.

2) As células de Schwann presentes nos nervos pré-degenerados das trés linhagens

estudadas mostraram-se ultraestruturalmente semelhantes.

3) O prazo de duas semanas de pré-degeneragdo mostrou-se eficiente para obter-se um

enxerto contendo um grande nimero de células de Schwann, bem como poucos axonios

em processo degenerativo.

4) O modelo experimental de transplante de nervos pré-degenerados, proposto neste
trabalho, mostrou-se eficiente para o estudo dos fatores que promovem e/ou limitam a

regeneragdo do Sistema Nervoso Periférico.

5) A utilizagdo de animais hibridos F1 como receptores de aloenxertos de nervo, foi

eficiente na prevencdo da rejei¢do dos mesmos.

6) Os animais F1[CxA] e F1[CxB] no apresentaram diferengas significativas do niimero

de axdnios mielinicos regenerados, seis semanas ap6s tubulizagio do nervo ciatico.

7) Os nervos regenerados, quatro semanas ap6s o transplante, mostraram-se

morfologicamente semethantes, estando as fibras nervosas organizadas em

minifasciculos delimitados por camadas concéntricas de células perineurais.
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8) Os resultados evidenciaram que o microambiente do nervo dos camundongos

C57BL/6]J foi capaz de dar um suporte adequado ao processo de regeneragfio axonal.

9} Os resultados quantitativos evidenciaram que a pré-degeneracdo dos enxertos foi

capaz de igualar a resposta regenerativa axonal nas trés linhagens estudadas.

10) Os resultados morfométricos referentes a espessura da bainha de mielina e a raz&o “g”
mostraram que as células de Schwann mielinizaram os ax0nios regenerados de forma

semelhante nas trés linhagens estudadas.

11) A baixa capacidade regenerativa axonal apresentada pelos camundongos da linhagem
isogénica C57BL/6J provavelmente esta relacionada a uma dissincronia temporal e

espacial entre os eventos regenerativos subsequentes a lesfio do nervo.
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504 . N=3
264 axbnios
M=285%+ 1,05 ym

Figura 16 - Distribuigio de frequéncia do DIAMETRO DAS FIBRAS MIELINICAS

REGENERADAS, amostradas na por¢do média do nervo regenerado entre o coto proximal e o enxerto.
A. Doador : C57BL/6], Receptor: F1 [CxA], B. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; C. Doador :

C57BL/6J, Receptor: F1 [CxB]; D, Doador : BALB/c, Receptor; F1 [CxB]. N= niimero de animais, M=

média e desvio padrio.
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- Distribuigdo de frequéncia do DIAMETRO DAS FIBRAS MIELINICAS:

Figura 17

REGENERADAS, amostradas na porgéio média do nervo regenerado entre o coto proximal ¢ 0 enxerto.

A. Doador . C57BL/6], Receptor: C57BL/6J; B. Doador: A/J, Receptor: A/J; C. Doador : BALB/c,

Receptor: BALB/c. N=ntimero de animais; M= média e desvio padrio.
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Figura 19 - Distribuigio de frequéncia do DIAMETRO DOS AXONIOS MIELINICOS
REGENERADOS, amostrados na por¢io média do nervo regenerado entre o coto proximal ¢ o
enxerto. A. Doador . C57BL/6J, Receptor: F1 [CxA], B. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxAJ;

C.Doador:C57BL/6J, Receptor: F1 [CxB]; D. Doador : BALB/c, Receptor: F1 [CxB]. N= nmiimero de

animais; M= média e desvio padrio.
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Distribuicio de frequéncia do DIAMETRO DOS AXONIOS MIELINICOS

20 -

REGENERADOS, amostrados na porgdo média do nervo regener

ado entre o coto proximal e o

enxerto. A. Doador : C57BL/6], Receptor: C57BL/6J; B. Doador: A/J, Receptor: A/J; C. Doador :

BALB/c, Receptor: BALB/c. N=niimero de animais; M= média e desvio padrio.
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¢, Receptor: F1 [CxB]; N=nlimero de ‘animajs; M= média e

2 - Distribuicio de frequéncia da ESPESSURA DAS BAINHAS DE MIELINA (EBM),
:F1 [CxB], D. Doador : BALB/

J, Receptor: F1 [CxA], B. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; C.Doador:C57BL/6J,

as na por¢éo meédia do nervo regenerado entre o coto proximal ¢ o enxerto. A, Doador :
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e 0 enxerto. A.Doador :

da ESPESSURA DAS BAINHAS DE MIELINA (EBM),
to proximal

- Distribuigio de frequéncia

23
amostradas na porgdo média do nervo regenerado entre o coto proxi

Figura

Receptor:

A/J; C.DoadorBALB/¢,

C57BL/6], Receptor: C57BL/6J; B. Doador: A/J, Receptor:
BALB/c. N=ntimero de animais, M= média e d pad
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TABELA I - Namero de axdnios mielinicos regenerados (nAR) obtidos na por¢do média do nervo, entre o
coto proximal e o enxerto, nos animais receptores dos 7 grupos experimentais. S3o apresentados os valores
obtidos nos nervos normais contra-laterais (nAN) e o coeficiente de regeneragdo (CR). Grupoe I=
D:CS7BL/6J, R: FL[CxA]; Grupo 2 = D:A/J, R: F1[CxA]; Grupo 3 = D:C57BL/6J, R: F1{CxB}; Grupo 4
= D:BALB/c, R: F1{CxB]; Grupe § = D:C57BL/6J, R: C57BL/6J, Grupo 6 = D:A/], R: A/, Grupo 7 =

D:BALB/c, R: BALB/c.

GRUPO RAR nAN CR
4108 4135 0,9935
3714 4240 0,8759
1 3875 4032 0,9611
3899£198,09 413567104 0,9435+£6,061
3522 4007 0,8790
2 3700 4111 0,9000
4758 4039 1,1780
3933,3345865,35 4052,33453,27 0,9857+0,167
4442 4291 1,0352
3 4527 4231 1,0700
5006 4422 1,1321
4658,33:304,07 4314,47297,67 1,0791+0,049
2614 4381 0,5967
4 2611 4300 0,6072
2560 4301 0,5952
25954:30,35 4327,33:46,48 0,5997£0,007
25867 4120 9,6231
5 2919 4005 0,7266
3027 3980 0,7606
2834,67£239,07 4035+74,67 0,70340,072
3259 4185 0,7787
6 2808 4135 10,6791
3341 4042 0,8266
3136287 4120,67£72,57 0,7615+0,075
2951 4206 90,7016
7 2696 4215 0,6396
2630 4329 0,6075
2759+169,52 4250468,56 0,6496:0,0478
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TABELA II - Numero de ax0nios muelinicos obtidos na por¢io média, entre o
coto proximal e o coto distal, dos nervos regenerados no interior dos tubos de
polietileno (6,0mm de comprimento).Grupo 1 = F1 [CxA]; Grupo 2 =F1 [CxB].

GRUPO CDh

1324
1 1460
2069

1617,67+396,74

1518
2 1225
2623

1788,67+737,26
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TABELA HI - Comparagéo entre as médias do Nitmero de Axénios Mielinicos
Regenerados (nAR}, computados na porgio média do nervo regenerado, enire o
coto proximal ¢ o enxerto, nos diferentes grupos experimentais. Os valores
controle correspondem as médias do nitmero dos axdnios mielinicos obtidas nos
nervos normais contra- laterais (nAN). Abaixo de cada média, as letras
maiisculas correspondem ao significado da comparagdo entre as médias obtidas
nos 7 grupos experimentais; as letras mindsculas correspondem ao significado da
comparagdo entre as médias de cada grupo experimental e seu controle. As
médias que apresentam letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes dentro de
um nivel de significincia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls. 1. Doador :
C57BL/6J, Receptor: F1 [CxA]J; 2. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; 3. Doador :
C57BL/6J, Receptor: F1 [CxB]; 4. Doador : BALB/c, Receptor: F1 [CxB]; 5.
Doador : C57BL/6J, Receptor: C57BL/6J, 6. Doador: A/J, Receptor: A/T; 7.
Dqador : BALB/c, Receptor: BALB/c.

Nimero de Axdnios

Grupos Regenerados (nAR) Controle (mAN)

1 3899 4136
Az d

2 3933 4052
Aa d

3 4658 4314
Bb e

4 2595 4327
Cc €

5 2835 4035
Ce d

6 3136 4120
Aa d

7 2759 4250
Cc d

il
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TABELA 1V - Comparacgdo entre as médias do Coeficiente de Regeneragio
Axonal (CR), 0 qual corresponde 2o quociente do nimero de axdnios mielinicos
regenerados (nAR) pelo nimero de axOnios presentes nos nervos normais
contra-laterais (nAN), nos diferentes grupos experimentais. Abaixo de cada
media, as letras maiusculas correspondem ao significado da comparagio entre as
médias do CR obtidas nos 7 grupos experimentais. As médias que apresentam
letras iguais nfio sdo estatisticamentc diferentes dentro de um nivel de
significdncia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls. 1. Doador : C57BL/6],
Receptor: F1 [CxA]; 2. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; 3. Doador :
C57BL/6J, Receptor: F1 [CxB]; 4. Doador : BALB/c, Receptor: F1 [CxB]; 5.
Doador : C57BL/6J, Receptor: C57BL/6J, 6. Doador: A/, Receptor: A/J; 7.
Doador : BALB/c, Receptor: BALB/c.

Grupo Coeficiente de Regeneragdo
1 0,94
A
2 0,99
A
3 . 1,08
A
4 0,60
B
5 0,70
B
6 0,76
B

0,65

|
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TABELA V - Comparagio entre as médias do Diimetro das Fibras Mielinicas
(micrédmetros), computadas na porcdo média do nervo regencrado, entre o coto
proximal e o enxerto, nos diferentes grupos experimentais. Os valores controle
correspondem 3s médias do didmetro das fibras miclinicas obtidas nos nervos
normais contra- laterais (CL). Abaixo de cada média, as letras maitlisculas
correspondem ao significado da comparagio entre as médias obtidas nos 7 grupos
experimentais; as letras mintsculas correspondem ao significado da comparagio
entre as meédias de cada grupo experimental ¢ scu controle. As médias que
apresentam letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes dentro de um nivel de
significdncia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls. 1, Doador | C57BL/6],
Receptor: F1 [CxA]; 2. Doador : A/J, Receptor: FI [CxAJ; 3. Doador : C57BL/6J,
Receptor: F1 [CxB], 4. Doador : BALB/c, Receptor; F1 [CxB]: 5. Doador :
C57BL/6J, Receptor: C57BL/6T;, 6. Doador: A/), Receptor: A/J; 7. Doador :
BALB/c, Receptor: BALB/c.

Diametro das Fibras Mielinicas

I

Grupoes Regeneradas Controle (CL)
i 2,92 4.60
Aa ¢
2 2,73 4,60
Bb C
3 2,35 5,17
Aa d
4 2,72 5,17
Bb d
3 2,63 ' 5,01
Bb d
6 2,63 4.7
Bb c
7 2,51 4,85
Bb c
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TABELA VI - Comparagio entre as médias do Diimetro dos Axonios
Mielinicos {micrdmetros), computadas na por¢io média do nervo regenerado,
entre o coto proximal e o enxerto, nos diferentes grupos experimentais. Os valores
controle correspondem s médias do didmetro dos axGnios mielinicos obtidas nos
nervos normais contra- laterais (CL). Abaixo de cada média, as letras maidsculas
correspondem ao significado da comparagio entre as médias obtidas nos 7 grupos
experimentais; as letras mintisculas correspondem ao significado da comparagio
entre as médias de cada grupo experimental ¢ seu controle. As médias que
apresentam letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes dentro de um nivel de
significincia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls, 1. Doador : C57BL/6),
Receptor: F1 [CxA]; 2. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; 3. Doador : C57BL/6J,
Receptor: F1 [CxB]; 4. Doador : BALB/c, Receptor: F1 [CxB];, 5. Doador :
C37BL/6J, Receptor: C37BL/6F, 6. Doador: A/J, Receptor; A/T; 7. Doador :
BALB/c, Receptor: BALB/c.

Diimetro dos Axoénios Mielinicos

Grupos Regenerados ‘ Controle (CL)
i 2,30 3,21
Aa c
2 2,09 3,21
"Bb c
3 2,24 3,63
Aa d
4 2,05 3,65 -
Bb d
5 1,98 3,55
Bb d
6 2,00 3,27
Bb c
7 1,87 3,27

Bb c
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TABELA VII - Comparagio cnire as médias da Espessura da Bainha de
Mielina (micrometros), computados na por¢do média do nervo regenerado, entre
o coto proximal e o enxerto, nos diferentes grupos experimentais, Os valores
conirole correspondem as médias da espessura da bainha de mielina obtidas nos
nervos normais contra- taterais (CL). Abaixo de cada média, as letras maivdsculas
correspondem ao significado da comparagfo entre as médias obtidas nos 7 grupos
experimentais; as letras minisculas correspondem ao significado da comparacio
entre as médias de cada grupo experimental e seu controle. As médias que
apresentam letras iguais nfio sfo estatisticamente diferentes dentro de um nivel de
significdncia de 0,05 adotade no teste de Newman-Keuls. 1. Doador : C57BL/6J,
Receptor: F1 {CxAl; 2. Doador : A/J, Receptor: F1 [CxA]; 3. Doador : C57BL/6],
Receptor: F1 [CxB]; 4. Doador : BALB/c, Receptor: FI [CxB}]; 5. Doador :
C57BL/6J, Receptor: C57BL/6J; 6. Doador: A/, Recepfor: A/J; 7. Doador ;
BALB/c, Receptor: BALB/c.

Espessura da Bainha de Mielina

Grupos Regenerada Controle (CL)

I 0,29 0,66
Aa b

2 0,30 0,66
Aa b

3 0,29 0,72
' Aa c

4 0,31 0,72
Aa c

5 0,31 0,70
Aa c

6 . 0,30 0,68
Aa b

7 0,30 ' 0,67
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TABELA VHI - Comparagio entre as médias da Razfio “g” apresentadas pelos
axdnios miclinicos , computados na porgo média do nervo regenerado, entre o
coto proximal ¢ o enxerto, nos diferentes grupos experimentais. Os valores
controle correspondem as médias da razio “g” apresentadas pelos axdnios
miclinicos obtidas nos nervos normais contra- laterais (CL). Abaixo de cada
média, as letras maitsculas correspondem ao significado da comparacgfo entre as
médias obtidas nos 7 grupos cxperimentais; as letras mingsculas correspondem ao
significado da comparacfio entre as médias de cada grupo experimental e seu
controle. As médias que apresentam letras iguais nfo sdo estatisticamente
diferentes dentro de um nivel de significincia de 0,05 adotado no teste de
Newman-Keuls. 1. Doador : C57BL/6J, Receptor: FI [CxA]; 2. Doador : A/J,
Receptor: F1 [CxA]; 3. Doador : C57BL/6J, Receptor: F1 [CxB]; 4. Doador :

- BALB/c, Receptor: F1 [CxB]; 5. Doador : C57BL/6J, Receptor; C57BL/6T; 6.
Doador: A/J, Receptor: A/, 7. Doador : BALB/c, Receptor; BALB/c.

Raziio “g”

Grupos Regeneradas Controle (CL)

1 0,78 0,70
Aa c

2 0,75 0,70
Bb c

3 0,78 0,70
Aa c

4 0,74 0,70
Bb c

3 0,74 © 0,70
Bb c

6 0,75 0,69
Bb c

7 0,73 0,70
Bb c
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ABSTRACT

After a peripheral nerve lesion, the axonal regeneration can be determined by the intrinsic neuronal
properties and by nerve microenvironment features (Fawcett, 1992). Recently, the C57BL/6J isogenic mice strain
was observed to presenting a subnormal axonal regeneration (Lu et al., 1990; 1994). The aim of this study was to
investigate the peripheral axonal regeneration in adult male mice (8 to 10 weeks old) using a predegenerated nerve
transplantation model. The mice were from C57BL/6J (C), BALB/cJ (B) and A/J (A) isogenic strains and from
F1 descendents. F1 was obtained by crossing male C57BL/6J with female BALB/cI (CxB) and A/J (CxA). Only
male mice were used as donors and receptors of the nerve graft. Four types of transplants were performed: 1%)
isotransplants of C (n=3), B (n=3) and A (N=3) strains; 2"*) between donors of C strain (N=6) and receptors of
CxB (0=3) and CxA (n=3); 3") between donors of B strain (N=3) and receptors of CxB (n=3) and 4®)between
donors of A strain (N=3) and receptors of CxA (n=3). Under deep anesthesia (Pentobarbital, 50 mg/Kg, ip.), all
donors of each strain (C, n=6; B, n=3; A, n=3) had the left sciatic nerve transected at the level of obturator tendon
and the proximal nerve stump was ligated to avoid nerve regeneration. Two weeks after transection, the donor was
reoperated and a 7mm-length segment of the distal nerve stump was removed for transplantation. At the same

“time, receptors (FI CxA; F1 CxB [allotransplants] and isogenic strains [isotransplants]) had the left sciatic nerve

transected at the level of the obturator tendon. The nerve graft was attached to the receptor nerve proximal stump
by a 3mm-fong polyethylene tube (PT) (i.d.=0.76mm) leaving a 1lmm gap. Four weeks after transplantation, the
animals were perfused transcardiacally with Karnovsky’s solution (Paraformaldehyde 2%, Glutaraldehyde 1%)
and the regenerated nerves were embedded in epoxy resin (Araldite). Transverse semi-thin nerve sections were
obtained at the distal end of the PT and the total number of regenerated myelinated axons (TMA) was counted.
Transverse ultra-thin sections were obtained at the same level. Four fields of each specimen were photographed at
the electron microscope (X2000). The negatives were enlarged (X3) and the diameter of myelinated axons (4D)
and myelin thickness (MT) were measured on a digitalizing table using SigmaScan Measurement® software. The
results showed no significant differences between the evaluated parameters in the isograft groups: TMA
(C=3136x287; B=2759+170; A=2835+239); AD and MT. Interestingly, the F1 allograft results showed a higher
TMA in the 2* transplant type (C to F1 CxB=46581304; C to F1 CxA=3899+198) than in 3™ transplant type (B
to F1 CxB=2595+300) [p<0,05], but it was similar to the 4th transplant type (A to F1 CxA=3933+565). On the
other hand, MT was not statistically different between the allograft groups, while AD was higher in the groups in
wich € was donor. The main conclusion is that non-neural cells within the nerve of C57BL/6J strain probably are
not the limiting factor for the myelinated axon regeneration. Also, these results support the hypothesis that
C57BL/6] axons could not recognize in time the extracellular regenerating stimulus. This problem may be caused

by a neuronal deficiency in the synthesis and/or expression of neurotrophin high-affinity receptors, such as trkA
for NGF, after injury.



