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ABSTRACT



In peripheral nerve regeneration it is not always possible to simply suture nerve
stumps when there is loss of tissue, as this may place excessive tension on the nerve and
hinder irrigation, favoring the development of scar tissue. The sural nerve has often served
as auto-graft, binding the stumps of the transected nerve. As most nerves have larger
diameters than the sural nerve it is necessary to join several segments in paralle]l for self-
implantation among the stumps of the damaged nerve (autologous cable graft). This
procedure has the drawback of having many suture points, promoting more local
inflammation and exaggerated development of scar tissue that prevents axonal growth,
inhibiting the successful nerve regeneration. Furthermore, there is loss of sensitivity in the
area corresponding to the donor nerve. Several materials have been tested with the
objective of replacing nerve autografis in the regeneration of peripheral nerve lesion.
Among them the skeletal muscle stands out, as its basal membrane presents chemical and
molecular composition characteristics that are similar to those of Schwann cells, acting as a
mechanical guide for axonal growth. In the present paper, rats right soleus muscle was
injected with 2% lidocaine hydrochloride (anesthetic) stored at low temperatures (- 4°C in
group I and — 40°C in group II) and 3 (three) weeks later it was dissected to prepare a 1 cm
long autologous graft. A control group of animals had their right soleus muscle treated with
a local anesthetic 24 hours prior to self-transplant (group III). Fifty days after the self-
transplant the sciatic nerve was exposed, fixated and divided into 2 parts: the graft site and
the distal stump, analyzed by light microscopy. The axonal regeneration evaluation was
carried out by direct counting of the number of myelinated axons (NMA) regenerated from
these two pars of the sciatic nerve in the three groups, as well as the measurement of
myelinated axon diameter (MAD), myelinated fiber diameter (MFD), myelinated sheath

thickness (MST) and G ratio (GR). The present study shows that axonal regeneration was



xii

similar in the three experimental groups, suggesting that cryopreservation of skeletal
muscle is potentially useful, once it allows the development of a skeletal muscle autografts

storage to repair the peripheral nerve injuries.



RESUMO



Xiv

Na reparac@o da lesdo nervosa periférica, nem sempre ¢ possivel a simples sutura dos
cotos nervosos quando hi perda de tecido, pois pode submeter o nervo a uma tensdo
excessiva, 0 que prejudica sua irrigacio e favorece a formacio de tecido cicatricial. O
nervo sural tem sido utilizado como auto-enxerto, unindo os cotos do nervo lesado.
Sendo a maioria dos nervos de didmetro superior ao do nervo sural, hé necessidade de
se unir paralelamente vérios segmentos do nervo, para auto-implantar entre os cotos do
nervo lesado (enxerto em cabo). Este procedimento tem o inconveniente de conter
muitos pontos de sutura, provocando maior inflamagfio local, sendo que a cicatrizacio
exagerada impede o crescimento axonal e compromete o sucesso da reparacio nervosa
Além disso, ocorre perda de sensibilidade na 4rea correspondente do nervo doador.
Diversos materiais tém sido estudados, com o objetivo de substituir os auto-enxertos de
nervo no reparo da lesfio nervosa periférica Dentre eles, destaca-se o musculo
esquelético, cuja membrana basal, apresenta caracteristicas quimicas e composicdio
molecular semelhante as das células de Schwann, atuando como guia mecanico para o
crescimento axonal. No presente trabalho, o musculo séleo direito de ratos, foi
submetido a injegdio de cloridrato de lidocaina a 2% (anestésico), e em seguida,
estocado em baixas temperaturas (- 4°C no grupo I e - 40°C no grupo II) e ap6s 3(trés)
semanas foi dissecado para a confecco de um enxerto autdlogo de 1 cm de
comprimento. Utilizou-se um grupo controle de animais que teve seu musculo soleo
direito tratado com anestésico local, com 24 horas de antecedéncia ao auto transplante
(grupo III). Apds 50 dias do auto- transplante, o nervo ciatico foi exposto, fixado e
dividido em 2 porgles: regido do enxerto e coto distal, que foram analisados em
microscopia de luz. A avaliagio da regeneragio axonal foi realizada através da
contagem direta do niimero de ax6nios mielinicos (NAM) regenerados destas duas

porgdes do nervo cidtico nos trés grupos, bem como a mensuracdo do didmetro dos



axonios mielinicos (DAM), difmetro das fibras mielinicas (DFM) e espessura da bainha
de mielina (EBM) e razio G (RG). O presente trabalho, mostra que a regeneragio
axonal foi semelhante nos trés grupos experimentais, sugerindo que a criopreservagio
do miisculo-esquelético é potencialmente til, por permitir a criagio de um banco de

auto-enxertos de musculo esquelético para o reparo das lesSes do nervo periférico.



1. INTRODUCAOQ



Devido a sua importéncia clinica, a regeneragfo do sistema nervoso periférico
tem sido muito estudada Estd bem estabelecido que em poucos dias apés uma lesdo
nervosa periférica, brotos axonais crescem longitudinalmente no interior do nervo
lesado, em dirego ao coto distal, na tentativa de reinervar o érgfo alvo, embora por
muitas vezes a recuperagdo funcional nfio ocorra totalmente (GLASBY, 1990; HALL,
1997).

A simples sutura dos cotos nervosos quando ha uma les#o do nervo com perda
de tecido nem sempre & possivel, pois pode provocar uma tensfio excessiva no nervo,
prejudicando sua irrigag8o e favorecendo a formagdo de tecido cicatricial. Isto atuaria
como um fator mecénico, que impediria o crescimento dos axdnios. Nesses casos ha
necessidade de um auto- enxerto de nervo, sendo que comumente, o nervo sural tem
servido a esse fim. Sendo a maioria dos nervos de didmetro superior 20 do nervo sural,
ha necessidade de se unir paralelamente varios segmentos do nervo, para auto-implantar
entre os cotos do nervo lesado (enxerto em cabo). Este procedimento tem o
inconveniente de conter muitos pontos de sutura, provocando maior inflamagio local.
Assim, a cicatrizag8o exagerada impede o crescimento axonal e compromete o sucesso
da reparagfo nervosa (FAWCETT & KEYNES, 1986; TERRIS & FEE, 1993).

Na tentativa de minimizar estes inconvenientes, diversos materiais t8m sido
testados na substituiciio do auto- enxerto de nervo. Entre eles, destacam-se: tubos de
silicone (LUNDBORG et al., 1982; MADISON et al., 1988; SPECTOR et al., 1991),
tubos de polietileno (DA SILVA & LANGONE, 1989), tubos de poliésteres (DA
SILVA et al,, 1984, MADISON et al., 1984,1985), veias (WEISS, 1943; RICE &
BERSTEIN, 1984; WALTON et al., 1989; GEUNA et al., 2000), colageno (ROSEN et

al., 1989; MACKINNON & DELLON, 1990). Dentre os materiais biolégicos utilizados



para este fim, destaca-se o musculo esquelético (KEYNES et al., 1984; GLASBY et al ,
1986a,b,c; HALL & ENVER,1994; SANTO NETO et al., 1998).

A utilizagdic de musculo esquelético na reparagio da lesfio de nervos
periféricos surgiu dos estudos feitos por KEYNES et al. (1984), os quais verificaram
que a membrana basal muscular possuia caracteristicas quimicas e composicio
molecular semelhante 4s da membrana basal das células de Schwann. Entdio, sabendo
que os ax6nios de um nervo lesado crescem no interior dos tubos de membrana basal
das células de Schwann, comegou-se a estudar a possibilidade de crescimento axonal no
interior de tubos de membrana basal muscular (GLASBY et al,, 1986a,b,c; FAWCET &
KEYNES, 1986; NORRIS et al., 1988; GSCHMEISSNER et al., 1990; SANTO NETO
etal., 1998).

O método de preparo do enxerto preconizado por KEYNES et al., (1984),
consiste no tratamento quimico e posterior compressdo mecédnica do fragmento
muscular, a fim de eliminar o contetido sarcoplasmatico e consequentemente criar tubos
vazios de membrana basal muscular. Estes tubos atuariam como guia mecanico para o
crescimento axonal. No entanto, os mesmos autores notaram que além de muito
trabalhosa, esta técnica promove o esvaziamento de apenas 50% do sarcoplasma.

Em seguida GLASBY et al., (1986a), modificaram o modo de preparacdo do
retalho, o qual foi obtido por choque térmico e osmético. Apesar dos retathos assim
obtidos permitirem uma boa regeneragio axonal, eles também mostraram algumas
desvantagens. Ao ser submetido ao referido tratamento, o fragmento muscular sofre
retragiio, exigindo a retirada de um fragmento maior que o necessario para o enxerto.

Outra tentativa de melhorar a confecgio do retatho muscular, foi a de submeter

o musculo doador a aquecimento (HALL & ENVER, 1994). Observou-se entretanto que



com este procedimento, poderia ocorrer inativagio da membrana basal muscular, cuja
integridade & essencial para a regeneracfo axonal.

Recentemente, SOMAZZ (1994) empregou retalhos de membrana basal
muscular, obtido a partir da injegio de anestésico local, para remogdo do sarcoplasma.
Esse agente, causa rapida necrose do tecido muscular, mas preserva a membrana basal
da fibra muscular. Normalmente, 24 horas apés a injegdo, o sarcoplasma necrético é
removido, restando apenas os tubos de membrana basal. Esses autores observaram queo
reparo da lesdo nervosa, apresenta resultados satisfatérios, que ndo diferem
significativamente em relagfo 4 regeneragdo axonal observada no enxerto preparado por
choque térmico e osmoético.

Considerando os estudos recentes em criopreservagio de aloenxertos de nervo,
o presente trabalho propds-se a estudar a criopreservagio de auto-enxertos de misculo
esquelético e seu emprego no reparo da lesdo nervosa periférica, uma vez que ndo se
encontra na literatura dados a respeito deste tema. Adotou-se a criopreservagio de auto-
enxertos de musculo esquelético, associado ao efeito de anestésico local para remogio
do sarcoplasma muscular, preservando a membrana basal muscular, como preconizado
por SOMAZZ (1994) e SANTO NETO et al.,(1998).

Futuramente, objetiva-se a possibilidade efetiva de utilizar aloenxerto de
musculo esquelético no reparo da lesfio periférica, e posteriormente, a utilizacio de
xenoenxerto, assim que novos estudos forem desenvolvidos, monitorando a resposta
auto-imune, como feito por FANSA et al., 1999; KOHAMA et al., 2001) com nervos

periféricos.



2. OBJETIVOS



Examinar a viabilidade do emprego de auto- enxertos de musculo esquelético,
tratados por injegdo de anestésico local, e armazenados em baixas temperaturas, na

reparac@o da les@o nervosa periférica.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1 ORGANIZACAO ESTRUTURAL DO NERVO ESPINHAL

Os nervos espinhais sfio formados por axénios associados a célula de
Schwann(CS), envoltos por trés bainhas de tecido conjuntivo. A mais externa delas,
envolve os fasciculos nervosos, é denominada epineuro. A mesma é composta por
fibroblastos, vasos sangtineos e fibras coldgenas do tipo I dispostas paralelamente em
relagdo ao nervo, conferindo-lhe um reforgo estrutural (MONTES et al., 1984).

As células epineurais sio fusiformes, apresentando reticulo endoplasmatico
rugoso desenvolvido e nfio apresentam 14mina basal (PETERS et al., 1976). Os vasos
sangliineos nutrem o epineuro, emitindo varios ramos, sendo que os de menor calibre,
penetram numa segunda bainha conjuntiva, o perineuro. Este apresenta organizagio
semelhante a0 epineuro, embora possua caracteristicas morfofuncionais peculiares.
Além de apresentar camadas concéntricas em relagio as fibras nervosas, o perineuro é
envolto por 1dmina basal e fibras de coldgeno dos tipos I e IIl (PETERS et al., 1976 ;
MONTES et al., 1984).

A terceira bainha conjuntiva € o endoneuro, o qual mantém intimo contato com
fibras nervosas presentes, e ¢ composto por delicadas fibras de colageno do tipo IIL
dispostas longitudinalmente 2 fibra nervosa (MONTES et al., 1984). Poucos fibrobastos
sdo encontrados, com auséncia de ldmina basal, além de mastécitos e macrofagos
residentes (CARPENTER, 1988).

O axdnio é uma extens3o longa e delgada do corpo celular do neurdnio, capaz
de transportar informagSes quimicas e elétricas a longas distincias. Ao atingir o 6rgéo
efetor o ax6nio torna-se uma estrutura arborescente, denominada terminagio axonal.

Através dela, ocorre o contato entre a célula nervosa e 6rgdo alvo,por meio de sinapses.



Em um nervo, existem axdnios mielinicos e amielinicos. Geralmente os
ax6nios mielinicos possuem um didmetro maior que 1,0 um, com células de Schwann
(CS) ao seu redor, formando uma estrutura tubular denominada bainha de mielina.
Longitudinalmente, a CS € interrompida por intervalos destituidos de mielina, cobertos
por digitac3es laterais de seu citoplasma, denominados nédulo de Ranvier (PETERS et
al.,1976).

Os axonios amielinicos apresentam CS, embora sejam desprovidos de bainha
de mielina. Nesses ax6nios, uma CS, pode envolver de 5 a 25 axdnios, através de
projegdes citoplasmaticas, ndo havendo formagdo de bainha de mielina e de nédulos de
Ranvier, portanto as CS vizinhas estio dispostas de forma continua
(LUNDBORG,1987).

As relagbes entre o axénio e as células de Schwann, sfo estabelecidas muito
precocemente, desde o processo de formagfio do sistema nervoso periférico(SNP),
quando os neurdnios jovens, advindos do tubo neural, emitem seus ax6nios em direcio
aos respectivos orgéos efetores (LUNDBORG, 1987, HALL, 1997). No SNP, a
produgdo da bainha de mielina, depende do contato entre ax6nio e CS, pois quando este
contato se estabelece, existe uma ativagio dos genes responsiveis pela sintese de

proteinas componentes da bainha de mielina (HALL, 1997).



Em sua superficie externa a CS, a qual sintetiza 14mina basal, é por ela
envolvida A lamina basal é composta por agrina, colageno d§ tipos IV (o 3 e a 4),
fibronectina, laminina A, S-laminina, acetilcolinesterase, proteoglicanos (heparan
sulfato), N- acetilgalactosamina (carboidrato terminal) e protease nexina (HALL &
SANES, 1993), sendo que a laminina e fibronectina promovem fatores tréficos no
crescimento dos axdnios, durante o processo de regeneragio (WANG et al., 1992;

HALL, 2001).

3.2 DEGENERACAO AXONAL

Segundo ROBINSON (2000), a lesfio nervosa periférica foi classificada por
SEDON (1963), em trés tipos principais. O primeiro é aquele onde ha lesdo focal suave,
e bloqueio focal do impulso nervoso, com perda motora ou sensitiva, mas nio apresenta
sinal de degeneracio Walleriana, denominado neuropraxia. No segundo, ocorre uma
interrupgdo acentuada da condugdo nervosa, provocada por graus variaveis de ruptura
do tecido nervoso (endoneuro, perineuro, CS) por esmagamento ou estiramento,
apresentando degeneracio Walleriana, denominado axotomia ou “axonotmesis”. O
terceiro tipo € aquele, cuja injaria é mais severa, pois o nervo é totalmente lesado,
levando a nterrupgdo da transmissio dos impulsos elétricos em todos os axdnios do
nervo, denominado neurotomia (“neurotmesis™).

Para cada um desses tipos de les3o, existe um prognéstico. Na neuropraxia, a
probabilidade do retomo funcional ¢ alta, pois os axénios nio estio comprometidos, o
que consequentemente, ndo acarreta em degeneragdo, podendo haver retomo da fungso

dentro de horas, semanas ou poucos meses.
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Na axotomia, a possibilidade de regeneragio ¢é relativamente grande, embora
seja mais demorado, pois neste tipo de lesfio, o retomo da fungio dependerda da
desorganizac@io do nervo lesado, assim como a distancia da lesdo ao o6rgdo alvo. A
preservacdo da membrana basal é fundamental para que ocorra a regeneragdo axonal,
pois serve de guia para os neuritos em crescimento (FAWCETT & KEYNES, 1986).
Por fim, ap6s uma neurotomia, a probabilidade de regeneracfo, sem a adogio de algum
procedimento cirirgico, é muito pequena, pois neste tipo de lesdo, ocorre uma
descontinuidade das membranas conjuntivas (endoneuro, perineuro e epineuro) e de
vasos sangiiineos, além da retrag@io dos cotos proximal e distal do referido nervo.

Apés lesSio axonal, ocorrem modificacdes morfofuncionais, tanto no coto
proximal, quanto no coto distal ao local da lesdo.

O corpo celular dos neurdnios comprometidos, apresenta uma série de
modificagdes morfofuncionais, denominada cromatélise, a qual é caracterizada
basicamente pela dispersdo dos ribossomos pelo citoplasma e reticulo endoplasmatico
rugoso, e aumento da basofilia (MONTES et al., 1984). Em seguida, ha um aumento do
volume do nicleo e nucléolo, e migragdo do primeiro para a periferia celular. Estas
alteragGes t8m sido atribuidas aos eventos fisiologicos celulares ligados & sintese
protéica e ao transporte axoplasmatico, cujo resultado final leva & degeneracio ou a
morte neuronal (HALL, 2001).

A regiio do nervo adjacente a transecgdio, inicialmente fica intumescida,
devido ao trauma. Os ax6nios seccionados, apresentam um extravasamento de material
axoplasmatico imediatamente apds a lesdio, que cessa apds alguns minutos, com a
reorganizagdo plasmatica dos axonios. A degeneragio retrégada pode atingir os axdnios

do coto proximal e numa segunda etapa, cada axdnio podera iniciar o processo de
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regeneracdo, emitindo dezenas de ramificagdes que tendem a invadir o coto distal
(LUNDBORG, 1987; HALL, 1997).

No coto distal a les3o, os axdnios seccionados, encontram-se desconectados de
seu centro tréfico, e conseqilentemente entram em autélise. Foi demonstrado, através de
estudos ultra-estruturais do nervo ciético, que a primeira alteragio degenerativa é um
acumulo de mitocondrias no axoplasma dos nodos de Ranvier. Em seguida, os mesmos
apresentavam agregados granulares, na regifio paranodal e no axoplasma internodal
adjacente ( CARPENTER, 1988).

Aproximadamente doze horas apés a lesdo, o axdnio estd edemaciado e
deformado, apresentando um afrouxamento das lamelas de mielina e retracio das
bainhas de mielina em dire¢@o aos nodos de Ranvier. Dentro de trés a sete dias, a bainha
de mielina e os ax0nios estario totalmente fragmentados em segmentos elipséides
(HALL, 1997; ROBINSON, 2000).

As células de Schwann (CS) e os macréfagos, participam ativamente do
processo de fagocitose dos restos da bainha de mielina e dos demais fragmentos
resultantes da degeneracdio Walleriana Inicialmente, o processo fagocitico é intenso,
mas, a medida que a remog&o dos residuos vai sendo realizada, os macréfagos comegam
a retornar aos capilares sangiiineos (HALL, 2001). Uma caracteristica importante da
degeneracio Walleriana, € a mudanca de comportamento das células de Schwann (CS),
pois seu citoplasma se hipertrofia. Estudos ultra-estruturais mostram que as CS ativadas
por uma les#o, apresentam citoplasma hipertrofiado, em degradacio (LUNDBORG,

1987).

Ao final da degeneragdo Walleriana, as CS se alongam e se justapSem através
de seus processos citoplasmaticos, formando no interior dos tubos de membrana basal

algo semelhante a uma corrente. Tais estruturas no interior do coto distal, formam as
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denominadas bandas de Bungner ou bandas neurilemais. Estudos subseqiientes

comprovaram que os ax0nios em regeneragfio, crescem ao longo dessas bandas

(HALL,1997).

3.3 REGENERACAO AXONAL

Os neurbnios do SNP, sfo células potencialmente capazes de iniciar a
regeneracdo de seus axdnios, poucas horas apés uma axotomia Os primeiros
brotamentos axonais do coto proximal advém dos nodos de Ranvier mais préximos do
local lesado, através do espago deixado por uma retragio parcial das CS. Cada
brotamento axonal emite, 4 partir de sua extremidade, diversas proje¢des, promovendo a
formagdo de uma estrutura denominada, cone de crescimento(LUNDBORG, 1987).

Nesta etapa, concomitantemente, as células de Schwann (CS) diminuem a
regulagdo dos genes que expressam as proteinas que integram a bainha de mielina,
aumentando a regulacdo dos genes responsaveis pela sintese de fatores neurotréficos,
como o fator de crescimento do nervo (NGF), e o fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), e também aumentam a sintese de laminina e fibronectina (SPECTOR et al,
1991; MEYER et al,, 1992; WANG et al., 1992).

Os ax6nios em regeneragdo crescem, no sentido do coto distal, atingindo o
interior das bandas de Bungner, revestidas por limina basal da CS, a qual atua como
fator tréfico, facilitando a regeneragfio axonal, pois apresenta laminina na superficie

interna, a qual € reconhecida pelos axénios em regeneragio (HALL, 1997).

3.4 METODOS UTILIZADOS NA REPARACAO NERVOSA PERIFERICA

13



Segundo TERRIS & FEE (1993), a utilizagio de enxertos nervosos em cabo,
na reparagdo nervosa periférica, foi preconizada por SEDON (1947). Esta técnica
requeria sutura paralela de varios cotos nervosos, submetendo-os a tensdo excessiva.
Observou-se também que tal procedimento causava reagio inflamatéria, em
consequéncia da tensdo nervosa. Além disso, a cicatrizacio decorrente da sutura, resulta
em bloqueio mecanico para os ax6nios em crescimento, os quais sdo estrangulados no
interior do nervo, causando constrigio dos vasos intraneurais, originando uma fibrose
(FAWCETT & KEYNES, 1986).

Posteriormente, outros estudos foram realizados, na tentativa de diminuir o
processo cicatricial, utilizando-se material adesivo originario do plasma sangiiineo
(NISHIHIRA & McCAFFREY, 1989), contudo nio foi diferente dos resultados obtidos
com simples sutura epineural.

Logo apds, foram desenvolvidos métodos de reparagio com o uso de tubos que
conduzissem os brotos axonais em diregio ao coto distal do nervo. Estes tubos eram de
natureza sintética ou bioldgica, como o silicone (FIELDS & ELLISMANN, 1986;
SPECTOR et al, 1991), polietileno(DA SILVA & LANGONE, 1989; MARQUES,
1992), poliésteres (DEN DUNNEN et al., 1993), veias (WALTON et al., 1989; GEUNA
et al., 2000), colageno (MACKINNON & DELLON, 1990) e vidro biodegradavel
(LENIHAN et al., 1998b).

O método de tubulizaco, apresenta algumas vantagens, como: a orientagio
mecanica aos axdnios em crescimento, e redugfio do tecido cicatricial, por formar uma
barreira, dificultando a invasio das células do tecido conjuntivo e ao mesmo tempo
oferecer substéncias tréficas no interior do tubo (SPECTOR et al., 1991; TERRIS &

FEE, 1993).
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Apesar da boa regeneragfio encontrada logo apds a tubulizagdo, TERRIS &
FEE (1993), observaram que em nervos regenerados, existiam alguns axénios em
degeneraco, que aumentava proporcionalmente ao tempo apds a tubulizacdo, devido a
presenca de forcas constritivas sobre o nervo durante seu crescimento na regido do
implante e no coto distal.

Outras alternativas no reparo da lesfio nervosa foram estudadas, e na pratica
clinica é usual a reparagdo através do autoenxerto de nervo, porém ainda apresenta
alguns inconvenientes. Quando o didmetro do nervo lesado é maior que o nervo a ser
implantado, realiza-se o implante de varios cabos de nervos, alinhados paralelamente
(enxertos em cabo), o que acarreta em cicatrizacio excessiva, prejﬁdicando a
regeneragio axonal, além da perda de sensibilidade na regido doadora desnervada
(FAWCETT & KEYNES, 1986).

Dentre vérias alternativas na substitui¢io do enxerto nervoso, o emprego de
autoenxerto de musculo esquelético tem mostrado resultados satisfatérios. Este, é
baseado no fato de que a membrana basal do musculo esquelético, possui propriedades
quimicas e composi¢io molecular semelhante a da célula de Schwann. Alguns autores,
desenvolveram protocolo onde o musculo esquelético era tratado com uma variedade de
produtos quimicos, cuja finalidade era retirar o conteudo sarcoplasmatico do mesmo.
Em seguida, realizava-se a compressfo mecinica do fragmento muscular entre duas
superficies planas com a finalidade de completar o esvaziamento. Assim sendo, o
método necessitava aperfeicoamento, ja que eliminava apenas 50% do contetdo
sarcoplasmatico (KEYNES et al., 1984).

Em estudos subsequentes, foi empregado um método de preparo do enxerto
muscular, o qual consiste em choque térmico e osmético do fragmento muscular, o qual

separa a membrana basal, destruindo o conteido sarcoplasmético (GLASBY et al,
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1986a). A regeneracdo axonal em enxertos preparados desta forma, mostrou-se também
eficiente.

Outros estudos experimentais de GLASBY et al. (1986 b,¢), utilizaram o auto-
enxerto muscular, tratado por congelamento e descongelamento, implantados em nervo
cidtico de ratos e nervo radial de sagiiis. Esses resultados, mostraram-se satisfatorios,
comparativamente ao autoenxerto de musculo fresco (GSCHMEISSNER et al., 1990).

Outro método de confeccdo do enxerto muscular, consiste no pré- aquecimento
do fragmento muscular a 60°C e a 80°C (HALL & ENVER, 1994). Os resultados a 60°C
eram semelhantes aos obtidos por congelamento e descongelamento do enxerto, embora
a essa temperatura, nfo fosse possivel eliminar todo o contetido sarcoplasmatico e
alguns ax0nios cresciam entre os tubos do sarcolema. Naqueles aquecidos a 80°C, a
regeneracdo axonal ndo mostrou-se 30 eficiente, comparada aos primeiros. Os autores
sugerem que nesta temperatura (80°C), componentes importantes da 14mina basal, como
a laminina e fibronectina, imprescindiveis para o crescimento axonal (MEYER et al.,
1992; WANG et al,, 1992; HALL, 2001), sejam alterados por inativagio térmica.

Tem-se demonstrado que axdnios em regeneragdo podem crescer através da
ldmina basal de musculo esquelético, submetido a dose unica de injeciio de anestésico
local, administrada 24 horas antes de ser implantado entre os cotos do nervo lesado. Isso
ocorre, gragas a agdo miotéxica do anestésico, promovendo degeneragio das fibras
musculares, seguida de remogio do material necrético apds 24 horas, embora preserve a
membrana basal muscular (SANTO NETO et al., 1998). O efeito miotéxico ocorre por
elevacdo dos niveis de ions célcio, 0 que acarreta em contracdo exacerbada das fibras
’ musculares, ativando uma série de enzimas, incluindo proteases e ATPases, as quais
causam grande efeito deletério na célula muscular (NONAKA et al., 1983; HOGAN et

al, 1994).
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A desvantagem da técnica é que os autoenxertos poderdo ser implantados
somente 24 horas apos sua confecgdo, ou seja na reparagio secundaria, sendo que em
uma reparagdo primaria (acidente/ trauma), nem sempre disi)ée—se de tempo suficiente
para tal. Considerando este fato, a avaliagio de novos métodos de reparagio do nervo

periférico se faz necessaria.

3.5 CRIOPRESERVACAO DE ENXERTOS NERVOSOS NO REPARO

DA LESAO NERVOSA PERIFERICA

Segundo EVANS et al. (1998), as primeiras tentativas de criopreservacdo de
enxertos nervosos, foram de GUTMANN & SANDERS (1943). Aloenxertos de nervo
foram estocados por 1, 2 e 3 semanas na temperatura de 2°C antes de implanti-los. O
procedimento resultou em menor infiltrado linfocitario e melhor regeneracdo axonal,
comparado ao aloenxerto fresco, sendo que histologicamente e funcionalmente, estes
resultados ndo diferem dos autoenxertos.

Nos estudos de SANDERS & YOUNG (1954), foi demonstrado que o
congelamento de aloenxerto de nervo fresco, diminui o infiltrado linfocitario,. Estes
resultados foram também obtidos por outros autores, como TOHYAMA et al.(1990) e
LENIHAN et al. (1998a), os quais sugeriram que a estocagem de enxertos nervosos,
acarretaria em menor resposta imune do receptor.

Tem-se demonstrado que a criopreservagiio e congelamento do aloenxerto
nervoso, ndo compromete estruturas importantes para a regeneragdo axonal, como
lamina basal das CS, distribuicdo de laminina e perineuro (EVANS et al, 1998;
FANSA et al., 2000), contudo, a viabilidade das células do aloenxerto diminui 4 medida

em que se aumenta o tempo de estocagem (EVANS et al., 1998).
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Verificou-se a eficicia do enxerto muscular preparado através de congelamento
no nervo fibular lesado, comparados a enxertos preparados através de aquecimento no
microondas, para o mesmo fim Os ultimos apresentaram-se inviaveis para uso
experimental ou clinico, pois a confecgio do enxerto, pois o aquecimento no
microondas, acarreta em desnaturagio dos enxertos musculares aquecidos acima de
80°C (LENIHAN et al., 1998a).

Diversos experimentos, tém demonstrado o sucesso da criopreservagdo com a
intensdo de criar um banco de enxertos nervosos doadores (HIRASE et al, 1992;
ZALEWSKI et al., 1993; EVANS et al,, 1995; ZHANG, et al., 1998), principalmente
em animais da mesma espécie ( MATSUYAMA et al., 2000; MACKINNON et al,
2001; GRAND et al., 2002). No entanto, como nfo encontra-se dados na literatura a
respeito da criopreservagdo de auto-enxertos de musculo-esquelético na reparagéo
nervosa periférica, na presente obra executou-se tal investigagio, na qual a
criopreservagdo ¢ associada ao efeito miotéxico do anestésico (cloridrato de lidocaina a
2%).

A estocagem do enxerto, facilitaria o planejamento e agendamento da cirurgia,
transporte do material, se necessario, além de permitir que o paciente faca exames
prévios necessarios no hospital, reduzindo o custo de internacio e do procedimento

cirtrgico (EVANS et al., 1995; FANSA et al., 2000),
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4. MATERIAL E METODOS
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Foram utilizados 21 ratos machos do tipo Wistar com aproximadamente trés a
quatro semanas de idade, peso médio de 360 gramas, provenientes do Biotério Central
da UNICAMP.

Os mesmos, foram divididos em 3 grupos:

Grupo I : Sete ratos que receberam enxerto autdlogo de misculo esquelético
(s6leo), submetido a dose unica de cloridrato de lidocaina a 2%, cujo implante ocorreu
apos 3 semanas de estocagem em freezer a—4°C .

Grupoe II : Sete ratos que receberam enxerto autélogo de musculo esquelético
(soleo), submetido a dose tnica de cloridrato de lidocaina a 2%, cujo implante ocorreu
ap6s 3 semanas de estocagem em freezer a — 40° C .

Grupo III- Controle: Sete ratos que receberam enxerto autélogo de musculo
esquelético (soleo), submetido a dose tnica de cloridrato de lidocaina a 2%, injetando
este anestésico local no musculo séleo 24 horas anteriores ao implante do enxerto

muscular.

4.1 GRUPOS I e II - Preparo e Implante do Enxerto Muscular

Para o transplante de enxerto muscular (autélogo), foram adotadas as seguintes
técnicas:

Anestesia via intraperitoneal com uma mistura de cloridrato de Ketamina
(Francotar — 50 mg/ml) e cloridrato de Xylazina (Virbaxyl -2g/100ml) 1:1,em dose de
0,2 ml/100 g de peso corporal. Apos os primeiros sinais de anestesia geral, posicionou-
se o animal em decubito ventral para a tricotomia da regidio postero- lateral da coxa

direita.
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Procedeu-se a seguir a incisio da pele, a fim de expor o misculo séleo, no qual
foi injetada solugdo de cloridrato de lidocaina a 2% com auxili§ de uma seringa de 1 ml
e agulha 13 x 4. O musculo ainda permaneceu em seu leitc por 10 minutos.
Posteriormente seu ventre muscular foi totalmente retirado, seccionando-se suas
extremidades, com auxilio de material microcirargico. Em seguida, suturou-se a pele do
animal com 3 pontos de fio de algodio 4-0.

O misculo, que nesta etapa ja tinha sido submetido ao tratamento com inje¢io
local de cloridrato de lidocaina a 2%, foi colocado em frasco com solugfio salina e
estocado por 3 semanas em freezer com temperaturas de — 4°C para o Grupo I, e de —
40°C para o Grupo II para posterior implante no nervo ciatico do mesmo animal (auto
enxerto).

Apés 3 semanas de estocagem do musculo de cada animal, cada um dos
animais dos respectivos grupos, foi novamente anestesiado, seguindo-se os mesmos
passos acima descritos. O musculo doador foi retirado do freezer e deixado em
temperatura ambiente, enquanto era realizada a lesdo nervosa, seguida do imediato
reparo secundario do nervo ciatico direito. O material obtido do musculo séleo foi
dissecado sob lupa cirtirgica, a fim de se confeccionar um bloco retangular de
aproximadamente 10 mm (Icm) de comprimento e espessura semelhante a do nervo
ciatico. Em seguida, o enxerto autélogo de musculo esquelético, ja tratado com
anestésico local, foi implantado, unindo os cotos do nervo ciatico do respectivo animal.

Paralelamente, a cirurgia de implante na coxa direita foi realizada através de
uma incis@o de aproximadamente 15 mm na pele da regifio glitea, acompanhando o
trajeto da projecdo do nervo ciatico na superficie. A partir dai, afastou-se os planos

musculares até a observaggio e exposi¢cdo do nervo ciatico.
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A uma distincia padrio da borda inferior do musculo gliteo, o nervo ciatico foi
seccionado, utilizando-se uma tesoura microcirtirgica. Foi retirado um pequeno
fragmento do nervo ciitico para padronizar o tamanho da fenda em 1 ¢cm para que o
implante fosse exatamente do mesmo tamanho.

Nesse espago, suturou-se o enxerto muscular com 2 pontos, através de sutura
epineural em cada coto, utilizando fio monofilamento nylon 8-0 DERMALON,
tomando-se o cuidado para que os cotos nfo ficassem sob tensdo. Suturou-se os planos
muscular e cutineo com fio de algoddo 4-0 ETHICON.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia do
Instituto de Biologia da UNICAMP, com rago e 4gua ad libitum até a proxima etapa

(50 dias).

4.2 GRUPO III - Preparo Pré Implante

Os animais do Grupo III foram anestesiados da mesma forma dos grupos I e IL.
Realizou-se a tricotomia e assepsia do membro posterior direito do animal. Em seguida
foi feita uma incisdio de cerca de 10 mm de comprimento na regidio postero- lateral do
membro posterior do animal. Com seringa de 1 ml e agulha 13 x 4, foi injetado no
musculo séleo direito um volume de 0,1 ml de cloridrato de lidocaina (Xylocaina®) a
2% - Merrel Lepetit. A seguir, a fenda cirtirgica foi suturada com 3 pontos de fio de
algoddo 4.0 ETHICON.

Apos o efeito da anestesia, os animais foram mantidos com ragio e dgua ad
libitum, durante 24 horas, no Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de

Biologia - UNICAMP.
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Passadas 24 horas da primeira cirurgia, foi realizado o auto- implante com
enxerto de musculo esquelético. Para isso, o animal sofreu nova anestesia do mesmo
modo descrito para os grupos I e IL A seguir, realizou-se a tricotomia da regifio
posterior do membro posterior direito para exposi¢éio do musculo séleo (ja injetado com
cloridrato de lidocaina a 2% h4 24 horas).

Retirou-se o musculo séleo para a confecgdo do enxerto autdlogo para que
posteriormente 0 mesmo fosse implantado no nervo ciatico do membro posterior direito
de cada animal, adotando procedimentos cirtirgicos idénticos aos descritos

anteriormente (grupos I e IT).

4.3 RETIRADA DO MATERIAL, LOCAL DE ANALISE E SACRIFICIO DOS

ANIMAIS

Passados 50 dias da cirurgia, os animais dos grupos I, II e I foram
anestesiados nas mesmas condi¢des anteriores.

O nervo ciatico direito de cada animal foi fixado in situ a 4°C, durante 15
minutos com fixador Kamovsky modificado, contendo 1% de paraformaldeido e 2% de
glutaraldeido em tamp&o cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,3.

Os nervos ciaticos desses animais (grupos LII e IIT) foram retirados e divididos
em 2 por¢Oes para andlise do material, sendo: 1) regifio do implante(IMP) e 2) regisio
correspondente ao coto distal (CD). Tais regides foram identificadas a partir dos pontos
de sutura que permaneceram no local, desde a realizagfio das cirurgias.

O sacrificio de cada animal foi realizado apés a retirada dos fragmentos do
nervo cidtico através de super dosagem (overdose) da mesma anestesia. Em seguida

foram encaminhados a incinerag3o.
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Os fragmentos do nervo ciatico dos animais dos 3 grupos experimentais, foram
mantidos em solugio fixadora (Karnovsky) por 24 horas e pos Vﬁxados em tetroxido de
6smio a 1% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7.3, por 2 (duas) horas, imersos
em uranila 5% durante 24 horas, desidratados em solugdes crescentes (30% a 100%) de
acetona e incluidos em resina Araldite (UEGAMA). A seguir foram levados a um
ultramicrétomo (LKB, Bromma 8800), equipado com navalha de vidro, para a
confec¢do dos cortes transversais semi- finos com 0,5um de espessura. Estes foram
corados com azul de toluidina a 1%, em solugdo aquosa de bérax a 1%, para

microscopia foténica.
4.4 ANALISE HISTOLOGICA

A contagem do nimero de axdnios mielinicos (NAM), foi diretamente
realizada em um microscopio comum com objetiva de 40X , e com auxilio de um
contador manual e de um reticulo préprio compartimentado. Em seguida as ldminas
foram fotografadas com auxilio de uma maquina fotografica (NIKON) acoplada a um

microscépio fotdnico, em uma objetiva em imersgo(100 X).

4.5 ANALISE MORFOMETRICA

Foram mensuradas a espessura da bainha de mielina (EBM), didmetro do
axénio mielinico (DAM),o didmetro da fibra mielinica (DFM). Por sua vez a “Razdio

G”(RG) foi calculada de acordo com a seguinte formula:

RG=DAM /DFM (EVANS & MACKINONN, et al. 1999).
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A mensuragio foi realizada com o auxilio de um microcomputador de 166
Mhz, 27 MB de RAM com monitor “KONTRON ELECTRONIK” de 16 polegadas, 32
bit, acoplado a um microscépio “AXIOLAB-ZEISS” e adaptador de cimera colorido
“SONY, CMA-D, — Hyper Had CCD-IRIS/RGB”, conjugado ao software “KS 400,
2.0”e programa “Macro.mcr”. Este procedimento foi efetuado no departamento de
Morfologia da FOP (Faculdade de Odontologia de Piracicaba- UNICAMP) no setor de

microscopia especial. As medidas foram aferidas em imersio com uma objetiva em

imersdo (100X).
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S. RESULTADOS
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5.1 ASPECTOS HISTOLOGICOS

A microscopia éptica, mostra a estrutura morfolégica preservada dos axénios
regenerados dos trés grupos experimentais, nas regides referentes ao auto-implante

(IMP) e coto distal (CD)- Figuras “1,2 ¢ 3 (A, B)”.

5.2 POPULACAO AXONAL

No grupo I (- 4°C) o niimero médio de axdnios mielinicos (NAM) na regifio do
implante foi de 6659 ax6nios, enquanto no coto distal essa média foi de 8982 ax6nios.
No grupo II (- 40°C) o NAM na regifio do implante foi de 8100 axdnios, enquanto no
coto distal essa média foi de 7250 ax6nios. No grupo III (Controle) o NAM na regifio do

implante foi de 6524 axdnios, enquanto no coto distal essa média foi de 6870 axdnios

(Tabela 1).

A populaggo axonal média regenerada, tanto para o implante (IMP), como para
o coto distal (CD), ndo apresentou diferenca significativa entre os 3 grupos

experimentais (Figuras 4 e 5).

5.3 MORFOMETRIA

5.3.1 Espessura da Bainha de Mielina
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O valor médio da EBM foi: grupo I (-4°C) 0,74 um na regidio do implante e de
0,92 um no coto distal, no grupo II (- 40°C) 0,76 um na regido do implante e de 0,92
um no coto distal, enquanto no grupo III (Controle) 0,87 wm na regifio do implante e de
1,00 um no coto distal. (Tabela 2)

Estatisticamente, o valor médio da EBM na regido do implante, diferiu
significativamente nos axGnios regenerados através de musculo esquelético
criopreservado(- 4°C e — 40°C), quando comparados ao grupo controle (ndo estocado),
entretanto os dois primeiros nio diferem significativamente entre si (Figuras 6 e 7).
Contudo, no coto distal os valores da EBM nio diferem significativamente entre os trés

grupos experimentais. (Figura 8).

5.3.2 Didmetro da Fibra Mielinica

O valor médio dos Didmetro das Fibras Mielinicas (DFM) nos grupos I, Il e I,
foi: grupo 1 (-4°C) na regifo do implante 4,41 um, e no coto distal 4,37 um, no grupo I
(- 40°C) na regidio do implante foi de 4,15 um, e no coto distal foi de 3,81 pm e, no
grupo 1T (Controle) a média na regifio do implante foi de 4,68 um, no coto distal foi de

4,50 pm (Tabela 3).

Estatisticamente, o valor médio da DFM na regifo do implante, ndo difere
significativamente nos trés grupos experimentais (Figura 9). Entretanto, no coto distal,
nos axdnios regenerados através de musculo esquelético criopreservado a - 4°C, 0o DFM
difere significativamente daqueles criopreservados a — 40°C, no entanto, o primeiro nio

difere significativamente do grupo controle (Figuras 10 e 11).
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5.3.3 Diametro dos Ax6nios Mielinicos

O valor médio do Didmetro dos Axénios Mielinicos (DAM) dos grupos L II e
I, foi: grupo I (-4°C) a média na regifio do implante foi de 2,93 um e no coto distal foi
de 2,51 pm, no grupo II (- 40°C) a média na regifio do implante foi de 2,63 um e no coto
distal foi de 1,97 um e, no grupo II (Controle) a média na regifio do implante foi de

2,94 um e no coto distal foi de 2,50 um (Tabela 4).

Estatisticamente, o valor médio da DAM na regido do implante, ndo difere
significativamente nos trés grupos experimentais (Figura 12). Entretanto, no coto distal,
nos axénios regenerados através de musculo esquelético criopreservado a - 4°C, 0 DAM
difere significativamente daqueles criopreservados a — 40°C, no entanto, o primeiro nio

difere significativamente do grupo controle (Figuras 13 e 14).

5.3.4 Razio G

O valor médio da "Razio G” (RG) de cada grupo experimental foi calculado e
apresentou-se da seguinte forma: grupo I (- 4°C) a média na regifio do implante foi de
0,66, no coto distal foi de 0,58, no grupo II (- 40°C) a média na regido do implante foi
de 0,63, no coto distal foi de 0,52 ,e no grupo III (Controle) a média na regido do

implante foi de 0,63, no coto distal foi de 0,55 (Tabela 5).

Estatisticamente, a RG na regifio do implante, nos axdnios regenerados através
de musculo esquelético criopreservado a — 4°C, difere significativamente da RG
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daqueles criopreservados a — 40°C e da RG do grupo controle(nfio estocado), sendo que
os dois ultimos nfo diferem significativamente entre si (Figuras 15 e 16). No coto distal,
o valor meédio da RG, nos axénios regenerados através de musculo esquelético
criopreservado a — 4°C, difere significativamente da RG daqueles criopreservados a —
40°C, sendo que ambos ndo diferem significativamente do grupo controle (Figuras 17 e

18).
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6. DISCUSSAO
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A idéia de se empregar auto-enxerto de misculo esquelético criopreservado na
reparagdo nervosa periférica, baseia-se principalmente no sucesso dos aloenxertos de
nervos criopreservados. Considerou-se também a possibilidade efetiva do uso de
xenoenxertos nervosos para esse fim(FANSA, et al., 1999 ; KOHAMA, et al. 2001). Em
ultima instdncia, visou-se a criagio de uma fonte de musculo esquelético, que
armazenado em baixas temperaturas pudesse ser empregado para esse fim. De fato,
diversos experimentos e ensaios clinicos tém demonstrado o potencial do uso da
criopreservagio. Cite-se como exemplo os trabalhos de HIRASE, et al.(1992) ;
ZALEWSK]I, et al.(1993) ; ZHANG, et al.(1998) ; MATSUYAMA, et al. (2000) ;

MACKINNON, et al. (2001) ; GRAND, et al. (2002).

O armazenamento de nervos em diferentes temperaturas, nio altera
morfologicamente estruturas que atuam na regeneragio axonal, tais como as células de
Schwann, os tubos da 1dmina basal e o perineuro (EVANS et al.,1995 ; FANSA et al.,
2000). No presente trabatho, nio examinamos o aspecto molecular da 14mina basal do
enxerto antes do seu implante, contudo os resultados histolégicos e da populagio
axonal, sugerem que a criopreservagio a — 4°C e a — 40°C n#o altera a membrana basal
muscular, de modo a comprometer a regeneracio axonal. Tem-se observado também
que a viabilidade das células do enxerto diminui & medida em que se aumenta o tempo
de estocagem, e consequentemente o sucesso da regeneracdo axonal, é inversamente
proporcional ao tempo de estocagem. No caso dos auto-transplantes de nervo, o periodo
de estocagem de 3 semanas tem sido considerado satisfatério para regeneragio nervosa.
A partir dele, as células responsaveis pelo inicio da degeneragio Waleriana, tais como

macréfagos e neutréfilos, tornam-se gradativamente inviaveis (EVANS, et al. ,1998).

N3o ha na literatura, trabalhos referentes a criopreservagio de auto-enxertos de

musculo esquelético. Por outro lado a possibilidade de criopreservagio de aloenxerto de
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nervo tem sido intensamente estudada. Para efeito de comparago, adotamos o tempo de
3 semanas como tempo padrdo de armazenamento, tal como sugeriram EVANS, et al.
(1998). Por sua vez, a escolha da temperatura de estocagem dos auto-enxertos, deveu-se
ao fato de que tais temperaturas(- 4 °C e — 40 °C), podem ser reproduzidas com relativa

facilidade no ambiente hospitalar e cirurgico.

Nossos resultados mostram que n3o houve diferenga significativa na populacio
de ax6nios mielinicos regenerados, quando a reparacio nervosa é feita através de
musculo esquelético criopreservado a - 4°C ou a - 40°C. Também ndo se observou
diferenca entre o numero de axdnios regenerados através dos auto-enxertos
criopreservados e do grupo controle (musculo fresco). Esses achados sdo relevantes sob
o ponto de vista pratico. Pelo menos para armazenamento por 3 semanas, a utilizagio de
enxertos de musculo esquelético criopreservados na temperatura de — 4°C, ¢

extremamente acessivel, ja que requer apenas um refrigerador doméstico.

Na presente obra, utilizamos enxerto autélogo de musculo esquelético,
entretanto, nossas observagdes estdo em desacordo com as observagdes de regeneracio
axonal em aloenxertos nervosos criopreservados (HIRASE et al., 1992 ; ZALEWSKI et
al, 1993 ; EVANS,et al. ,1998 ; FANSA et al, 2000). Nestes, relata-se que a

regeneracdo axonal em aloenxertos criopreservados é prejudicada quando comparada ao

uso de aloenxerto de nervo fresco.

As razGes para tais diferengas de nossos achados néo esto claras, contudo trés
explicagdes poderiam ser usadas. A primeira, refere-se aos diferentes tempos de
armazenamento. Enquanto no presente trabalho, o tempo de estocagem foi de 3
semanas, EVANS, et al. (1998) armazenaram o enxerto por um periodo, variando entre

1 e 26 semanas. A segunda, seria devido a baixa temperatura de estocagem. Tem-se
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admitido que a criopreservaggio por longo tempo, inativa as células do enxerto Nervoso,
que sdo responsaveis pela remogdo dos restos de mielina. Assim sendo, a permanéncia
dos restos de mielina, ofereceria uma obstruciio a passagem dos brotos axonais através
do enxerto, dificultando a regeneracio nervosa. A terceira e mais provavel razio, seria
que nos trabalhos de ZALEWSKI et al. (1993), EVANS, et al. (1998) ¢ FANSA et al ,
(2000), a presenca de resposta imune (aloenxerto de nervos), implicaria em prejuizo
para a regeneracdo axonal. Fato este que certamente ndo ocorreu no presente trabalho,

por utilizarmos auto- enxerto de misculo esquelético.

O grau de mielinizacdo (EBM) em ax6nios regenerados apresenta-se menor em
enxertos de nervos congelados, quando comparados aos néo congelados, (EVANS, et al.
1998 ; FANSA et al. 2000). Nossos resultados, mostram que a espessura da bainha de
mielina, também ¢ menor nos axdnios regenerados através de musculo esquelético
criopreservado, comparado ao grupo controle (ndo congelado), ao nivel do implante. E
possivel que isso deva-se ao fato do auto-enxerto de miisculo esquelético fresco, ter sido
implantado 24 horas apés injecdo do anestésico local. Assim sendo, células do infiltrado
inflamatério agudo, presentes no enxerto muscular, como: macrofagos residentes e
neutréfilos, transplantadas junto ao mesmo, atuariam como fatores quimiotaxicos
(FAWCETT & KEYNES, 1986), favorecendo a remocdo dos restos necrdticos do
sarcoplasma, e consequentemente um melhor ambiente para o crescimento axonal. Por
outro lado, isso ndo ocorreria nos auto- enxertos criopreservados(- 4°C e — 40°C), pois
apds a estocagem de 3 semanas em baixas temperaturas, as células fagocitarias do auto-
enxerto encontrariam-se mortas, ineficazes para a remogio de possiveis restos

sarcoplasmaticos.

No que diz respeito ao coto distal, a EBM dos trés grupos experimentais ndo

apresentou diferencas significativas entre si. Este resultado, na verdade, nio foi
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surpreendente. Sabe-se que, apds a sec¢do nervosa, ocorre degeneragio axonal e da
bainha de mielina no coto distal, mas a l4mina basal das células de Schwann permanece
inalterada. Considerando este fato, nfio haveria razdes para que houvesse diferenca no

valor médio da EBM entre os 3 grupos experimentais no coto distal.

No que se refere a0 didmetro dos axénios mielinicos regenerados (DAM),
observamos que na regido do implante, ndio houve diferenga significativa entre os trés
grupos experimentais. Entretanto, no coto distal, observou-se um maior DAM no grupo
controle (nfo estocado) e nos axénios mielinicos regenerados, através de musculo
esquelético criopreservado a - 4°C, apresentando diferenca significativa, quando
comparados aquele criopreservado a — 40°C. As razdes para explicar o ocorrido, nio
estdo claras. Resultados semelhantes também ocorreram no trabalho de EVANS et al,
(1999), em axdnios regenerados através de aloenxertos de nervo preservados a 5°C, os
quais apresentaram menor DAM, e conseqiientemente um menor DFM, comparados aos
axOnios regenerados através de nervo nio estocado. Os mesmos atribuiram o fato a um
atraso na regeneracio dos aloenxertos de nervo estocados, em decorréncia da dificultosa
revascularizacdo destes enxertos, e ainda 4 falta de fatores neurotréficos, o que ndo seria

favoravel ao crescimento axonal.

Nossos resultados mostram que o DFM na regidio do implante nio apresentou
diferengas significativas entre os trés grupos experimentais. No coto distal o DFM dos
axbnios regenerados através de musculo esquelético criopreservado a — 40°C foi
significativamente menor, comparados aqueles criopreservados a— 4°C e grupo controle
(ndo estocado). Os resultados do coto distal, refletem as mesmas diferencas encontradas
no que se refere a0 DAM e EBM do grupo IL, (criopreservado a- 40°C), Jaque o DFM =
EBM + DAM. Consequentemente, a explicagio do fato ocorrido, depende de estudos

mais aprofundados dos fenémenos envolvidos na criopreservaciio a — 40°C e seu efeito
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sobre o musculo esquelético, investigando as hipéteses de alguns autores (EVANS et
al.,1999; FANSA et al.,2000), os quais sugerem dificuldade na revascularizacio dos
enxertos criopreservados, e ainda falta de fatores troficos para a regeneracio axonal
através desses enxertos.

O quociente DAM/DFM, ¢ denominado razio G (RG). Dentre os parimetros
morfolégicos avaliados no processo regenerativo, a RG representa um pardmetro de
importante significado morfofuncional, ja que indica a condi¢do da condutibilidade do
impulso elétrico do nervo (KANDEL et al.,1991). Para o nervo ciatico normal, sabe-se
que a RG varia entre 0,6 ¢ 0,7 (LAWSON & GLASBY, 1995; FANSA et al., 2000), os
quais comparados aos grupos de enxertos congelados (entre 0,7 e 0,75), nfo
apresentaram diferengas significativas. Segundo FAHRENKAMP & FRIEDE (1987),
considera-se que as condi¢des da transmissio do impulso nervoso sdo otimizadas, se o
valor da RG se mantiver perto da média de 0,7 (RUSHTON, 1951 ; BRILL, et al.,
1977).

No presente estudo, na regifio do implante a RG do grupo I (- 4°C) foi de 0, 66,
diferindo significativamente dos demais grupos (- 40°C e controle), os quais
apresentaram RG de 0, 63, e portanto, n4o diferem entre si. No coto distal (maior EBM),
o grupo I (- 4°C) apresentou RG de 0,58, que em analise estatistica difere
significativamente grupo II (- 40°C), no qual a RG é de 0,52. No entanto, o grupo
controle (RG = 0,55) nio difere significativamente dos demais. Portanto, considerando-
se que a transmissdo do impulso nervoso normal requer uma RG ao redor de 0,6 e 0,7
(FANSA et al,, 2000), esses resultados sugerem que a transmissdo do impulso nervoso

nos ax6nios regenerados ¢ satisfatoria nos 3 grupos experimentais.

A literatura mostra que o armazenamento de nervos pode ser uma conduta

interessante, que clinicamente ainda n3o foi totalmente explorada (FANSA et al. ,2000).

36



A estocagem de enxertos musculares, evitaria o sacrificio do nervo doador, além disso,
facilitaria o transporte entre centros médicos, na realizagdo de operagdes urgentes. A
proposta do presente trabalho de estocar musculo esquelético congelado, baseou-se na
idéia de se viabilizar um banco de auto-enxerto de musculo esquelético, que pudesse ser
eficaz na reparagdo da lesdo nervosa periférica, j4 que a retirada do muisculo esquelético

acarreta em menor prejuizo ao paciente, devido a sua alta capacidade de regeneraco.

Considera-se também a futura possibilidade de desenvolver enxertos
implantados entre seres da mesma espécie (“allografts”) ou ainda, a longo prazo, com o
aperfeicoamento dos estudos em regeneragio nervosa, desenvolver enxertos que possam
ser implantados em seres de espécies distintas (“xenografts”) minimizando os riscos de

rejeicdo, ampliando os recursos disponiveis na area.
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7. CONCLUSOES
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A criopreservagdo de enxerto autdlogo de musculo- esquelético, tratado com
injecdo de cloridrato de lidocaina a 2 %, estocado em congelador por 3 semanas nas
temperaturas de — 4°C e — 40°C, permite regeneragfio axonal no nervo ciatico de ratos.

Isto mostra o potencial da utilizagio desse tipo de enxerto, no reparo da lesdo nervosa.

Os axbnios regenerados dos auto-enxertos criopreservados a — 40°C,
mostraram resultados mais satisfatérios (RG) para a regeneragdo nervosa periférica,

comparados aqueles dos auto-enxertos criopreservados a — 4°C.
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8. FIGURAS E TABELAS
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Figul:a‘ 1.(4) f‘\?;énios mielinicos regenerados na regido do implante do grupo 1
(~ 4°C).(B) Axomos mielinicos regenerados no coto distal do grupo I (~ 4°C). Aumento = 450X.
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Figura 2. (A) AxOnios mielinicos regenerados, na regido do implante do grupo 11
(- 40°C). (B) Axdnios micelinicos regenerados no coto distal do grupo II (- 40°C). Aumento =
450X.
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=7 GRUPO 1T (-4°C, GRUPO I (-40°C, |GRUPOIII (24 hs,
n=7) n=7) n=7)
IMP 6659 + 2079 8100 = 2079 6524 + 2079
CD 8982 + 1886 7250 + 1886 6870 + 1886

Tabela 1. Nomero médio de axdumios muelinicos dos 3

Py

grupos experimentais na regido do

implante(IMP) e coto distal(CD), apods 30 dias do auto- implante de misculo esquelético.
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Figura 04. Niumero médio de axénios mielinicos no grupo I, — 4°C (IMP4) , grupo II. — 40°C
(IMP40) ¢ do grupo controle IMPCONT), na regido do implante.

D e B D D

For n=7:

4000 —

X=7201.4

X2l

Subgroup Ingex {TRAT)

COCBNT

Figura 05. Nimero médio de axénios mielinicos no grupo I, — 4°C (CD4) , grupo II, — 40°C
(CD40) e do grupo controle (CDCONT), na regifio do coto distal.
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N=5 GRUPO 1 (-4°C, GRUPO II (-40°C, |GRUPO I (24 hs,
n=7) n=7) n=7)
EBM (IMP) 0,74 £ 0,01 0,76 £ 0,01 0,87 £0,03
EBM (CD) 0,92 £0,12 0,92 £ 0,07 1,00 £0,06
Tabela 2. Espessura média da bainha de mielina (EBM) nos 3 grupos experimentais.
T
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Figura 06. Hspessura média da bainha de mielina( EBM). em micrémetros, no grupo I, - 4°C.
=3 . grupo 1L - 40°C, n=3 ¢ grupo Il (Controle), na regido do implante.
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Figura 07. Espessura da bainha de mielina (EBM) dos grupos experimentais, dada em
micrometros, na regido do implante. Ndo ha diferencas significativas entre os grupos - 4°C ¢ -
40°C, no entanto ambos diferem do grupo controle.
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Figura 08. Espessura média da bainha de mielina( EBM). em micrémetros, no grupo I, -4°C.
n=3 | grupo 1L, - 40°C, n=3 e grupo 111 (Controle). no coto distal.
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N=5 GRUPOI (-4°C, |GRUPOII (-40°C, |GRUPO III (24 hs,
n=7) n=7} n=7)
DFM (IMP) 441 +0,01 4,15+0,04 4,68 +£0,38
DFM (CD) 4,37 +027 3,81 £0,21 4,50+ 0,36

Tabela 3. Didmetro médio das fibras mielinicas (DFM) nos 3 grupos experimentais.
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Figura 09. Diametro médio da fibra mielinica(DFM), em micrémetros. no grupo [, -4°C. n=5 .
grupo II . -40°C, n=3 ¢ grupo I (Controle), na regido do implante.
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Figura 10. Diametro médio da fibra miclinica(DFM), em micrometros, no grupo I, - 4°C. n=5
grupo II , - 40°C, n=35 e grupo II (Controle), no coto distal.
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Figura 11. Diametro das fibras mielinicas (DFM) dos grupos experimentais. dado em
micrémetros, no coto distal. Ndo ha diferengas significativas entre os grupos - 4°C(4C) e grupo
Conirole, no entanto ambos diferem do grupo I (400).




N=5 GRUPO 1 (-4°C, GRUPO I (-40°C, |GRUPO HI (24 hs,
n=7) n=7) n=7)
DAM (IMP) 2,93 +0,01 2,63 +0,02 2,94 +0,31
DAM (CD) 2.51+0,13 1,97 +0,14 2,50+0,23

Tabela 4. Difmetro médio dos axdnios muelinicos (DAM) nos 3 grupos
experimentais.
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Figura 12. Didmetro médio dos axdnios mielinicos (DAM). em micrémetros, no grupo L. -4°C.
n=5 . grupo I, -40°C, =3 ¢ grupo II (Controle), na regido do implante.
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Figura 13. Didmetro meédio dos ax6nios mielinicos (DAM), em micrémetros, no grupo I, -4°C,
=3, grupo I, - 40°C, n=3 e grupo III (Controle), no coto distal.

DAM

G0
Tratamentos

Figura 14. Didmetro dos axOmios mielinicas (DAM) dos grupos experimentais, dado em
nicrémetros, no coto distal. Nfo ha diferencas significativas entre os grupos I (4C) e grupo
Controle, no entanto ambos diferem do grupo 11 (40C).
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N=5 GRUPO 1 (-4°C, GRUPO I (-40°C, |GRUPO I (24 hs,
n=7) n=7) n=7)
RG (IMP) 0,66 0,01 0,63 £ 0,01 0,63 +£0,02
RG(CD) 0,58 £0,03 0,52 +£0,03 0,55 +0,01
Tabela 5 Razio GRG) dos axdnios mielinicos regenerados nos 3 grupos
experimentais.
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Figura 15. Valor médio da Razdo G (RG), no grupo [, -4°C. n=3, grupo II. - 40°C, n=3 e grupo
1II (Controle). na regido do implante.
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Figura 16. Razdo G (RG) dos grupos experimentais, na regidio do implante. Ndo ha
diferencas significativas entre os grupos Controle e - 40°C, no entanto ambos diferem

do grupo I(-4°C).
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Figura 17. Valor médio da Razdo G (RG), no grupo I, ~4°C, n=3 (4}, grupo IL. - 40°C, n=3 (40)
e grupo [II (Controle), no coto distal.
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Figura 18. Razdo G (RG) dos grupos experimentais. no coto distal. Nota-se que quando tratada
a — 4°C (4) a Razdo G difere significativamente de quando tratada a - 40°C(40), entretanto a
Razdo G do grupo controle (Controle) ndo difere significativamente dos demais (4 ¢ 40).
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