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Resumo

Os efeitos de solugbes conservadoras de orgdos (SC) sobre a estrutura ¢ a
viabilidade de enxertos de nervos periféricos so pouco conhecidos. Neste estudo
investigamos a organiza¢io histologica e ultra-estrutural de enxertos apds sua manutencio
em dois tipos de SC e apds transplante autdlogo. Ratos Wistar machos foram agrupados
para obtengfio de nervos cidticos normais (NN), transplantados a fresco (NF), conservados
em solugdo de Wisconsin/Belzer ou solugBio de Collins, por 24 ou 72 horas a 4°C
(W1,W3;C1,C3), e conservados e transplantados (WI1-T,W3-T:C1-T,C3-T). Apos os
periodos de conservaciio ou transplante, os espécimes foram processados para andlise ao
microscopio Optico ¢ eletromico. A morfologia dos segmentos de nervos conservados
apresentou altera¢Oes na sua esirutura comparativamente aos segmentos de nervos frescos.
Foi observada redug@io da basofilia tecidual em todos os segmentos conservados quando
comparados ao nervo normal. Esta redugfo foi mais acentuada no grupo C3. Os grupos W1
¢ W3 apresentaram aspectos semelhantes entre si. Em todos os grupos nio foram
observadas alteracBes quanto & distribuicfo e organizagio das fibras colagenas. Apos 50
dias de transplante a basofilia tecidual e a celularidade foram semelhantes entre os grupos
WI-T,W3-T;C1-T.C3-T ¢ NF. Por outro lado, a vascularizacdo nos enxertos dos grupos
tratados mostrou-se aparentemente mais densa que os enxertos do grupo NF. Nio foram
observadas alteragdes nas células do perineuro, mas em todos os grupos tratados foram
detectadas areas com abundante deposi¢io de fibras colagenas entre as camadas de células
perineurais. Este fato foi especialmente mais intenso nos grupos C1-T e C3-T. A andlise
ultra-estrutural revelou no grupo C3 uma acentuada desorganizagio das fibrilas de colageno
do endoneuro quando comparado ao grupo NN. Os grupos C1 e C3 apresentaram maior
freqiiéncia de alteragdes das lamelas da bainha de mielina, comparativamente aos grupos
W1 e W3, e seus axdnios exibiam clara desorganizacio dos neurofilamentos. Ndo foram
detectadas alteragdes na ldmina basal das fibras mielinicas e dos feixes amielinicos. As
células de Schwann mantiveram a integridade de sua estrutura nos grupos Cl e WI.
Contudo, no grupo C3 foram observadas numerosas células de Schwamn exibindo
vacuoliza¢do ¢ aumento de volume do citoplasma. Os grupos W1-T ¢ W3-T apresentaram
maior densidade de fibras mielinicas ¢ organizacio tecidual semethante ao grupo NF. Por
sua vez, 0s grupos C1-T ¢ C3-T apresentaram grande nitmero de mini-fasciculos e colageno
endoneural. O perineuro dos diferentes grupos apresentou-se semelhante ao observado nos
grupos NN e NF. As andlises estrutural e ultra-estrutural mostraram que a preservagio das
células de Schwann e demais elementos que suportam a regeneragdo axonal foi superior
nos enxertos conservados na solugio de Wisconsin/Belzer. Estes resultados embasam
gstudos em andamento para a formulagiio de SC que viabilizem a criagdo de bancos de
nervos para transplantes heterologos.
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Abstract

The effects of the organ conservative solutions (CS) on the structure and the viability of
peripheral nerve grafis are largely unknown. We investigate the histology and the ultra-
structure of peripheral nerve grafis after storage in two types of CS and/or used for
autologous transplantation. A group of male Wistar rats was used to obtain sciatic nerve
grafts that had been conserved in Wisconsin/Belzer (W) or Collins (C) solutions, for 24 or
72 hours 4°C (W1, W3; C1, C3). Another group of animalis was used to obtain tibial nerve
grafts that were immediately transplanted (NF) or conserved in W or C solutions, for 24 or
72 hours 4°C, and then transplanted (W1-T, W3-T, C1-T, C3-T). After the conservation
periods (24 or 72 hours) or 50 days after the transplantation the nerve grafts had been
processed for light and electronic microscope analysis. The basophilia was decreased in the
specimens of the groups conserved in S or C solutions when compared to normal nerves
(NN). This reduction was more prominent in the C3 group. The W1 and W3 groups
presented similar aspects. No alterations were observed in the distribution and organization
of collagen fibers. Fifty 50 days after transplantation a similar basophilia and cellularity
were found in WI-T, W3-T, C1-T, C3-T and NF groups. On the other hand, the
vascularization of the conserved grafts was more conspicuous than in the NF grafts. No
alteration was observed in the perineurium but some intense deposition of collagen fibers
was similar to that observed in nerve fibrosis has detected in all the groups. This fact was
more frequent in C1-T and C3-T groups. The ultra-structural analysis of the C3 group
showed a higher degree of collagen fibrils derangement in the endoneurium in relation to
the normal nerves. The C1 and C3 groups presented a higher frequency myelin sheath
alterations when compared to the W1 and W3 groups and the axons exhibited
neurofilament derangement. None alteration was detected in the basal lamina of the
myelinated or unmyelinated nerve fibers. The integrity of Schwann cells structure was
maintained in the C1 and W1 groups, but exhibited vacuolization and cytoplasmatic edema
in C3 group. The W1-T and W3-T groups presented a higher density of the myelinated
fibers and a similar tissue organization to the NF group. The C1-T and C3-T groups
presented a large number of mini-fascicles and endoneural collagen. The perineurium
structure was similar to the observed in NN and NF groups. The structural and ultra-
structural analysis have shown that the preservation of the Schwann cells and the other
elements which support the axonal regeneration was greater in the grafts that had been
conserved in the Wisconsin/Belzer solution. Qur observations contribute to better known
the effects of conservative solutions on peripheral nerves and support the creation of a bank
of nerve grafts for heterologous transpiantation

ix




1. INTRODUCAO

A histéria do progresso da medicina cirGrgica mostra que os melhores resultados
sempre foram alcangados 4 medida que o avango do conhecimento dos processos

anatomofisiopatolégicos for acompanhado pelo dominio das técnicas a serem empregadas.

Neste cenario o tratamento cirGirgico das lesSes no sistema nervoso periférico €
ainda um desafio importante. Particularmente, as lesdes de nervos com perda de substancia
sd0 as que apresentam pior prognostico e o reparo cirurgico das mesmas ainda ndo € capaz
de produzir resultados totalmente satisfatorios, embora o aprimoramento da microcirurgia e
o avango no conhecimento dos fendmenos celulares ¢ moleculares envolvidos na
regeneracdc axonal tenha sido significativo nos (ltimos anos (Benzel, 1996; Watchmaker ¢
col 1997, Evans 2000).

A criacfo de bancos de nervos parece ser wma alternativa interessante para a melhora
do tratamento cirdrgico das lesdes de pervos com extensa perda de substincia. A
viabilizagdo destes tem motivado fortemente varios grupos de pesquisa (Evans e cols,,
1994; Mackinnon, 1996).

Entretanto, para a criagio destes bancos ainda existem importantes questdes a serem
resolvidas, tais como: Qual o meio mais adequado para manter os enxertos de nervos? Qual
0 tempo maximo que estes enxertos podem ser mantidos no meio de conservagio? Quais os
efeitos destes meios sobre os elementos celulares do nervo? Além disso, a compreensio
adequada dos processos de histocompatibilidade ¢ outro importante obstaculo a ser

ultrapassado para a validacio de um banco de nervos.

2. DADOS HISTORICOS SOBRE O TRATAMENTO CIRURGICO DAS
LESOES NERVOSAS PERIFERICAS

Ferrer foi o primeiro a relatar o emprego de suturas para o reparo cirirgico de
nervos ainda no século 17 (apud Flynn, 1975). Porém, somente no século 19, Baudens fez
os primeiros relatos de justaposigio de cotos nervosos suturando suas extremidades. No

tnicio do século 20, Huber fez um amplo estudo da reparagio cirirgica de nervos e relatou



a recuperagiio parcial, e mesmo completa, das fungdes motoras ¢ sensitivas dos pacientes
(apud Flynn, 1975). Por sua vez Bristow ¢ Platt (1920), atuando como cirurgides durante a
primeira guerra mundial, realizaram suturas primérias nas lesbes nervosas incompletas e
relataram que este procedimento methorava ¢ guadro lesional. A moderna cirurgia de
nervos periféricos iniciou-se durante a Segunda Grande Guerra. Contudo, naquele periodo
as lesbes geralmente abordadas eram extensas e severas ¢ o tratamento cirfirgico pouco
refinado, sendo os resultados limitados (Woodhall, 1954; Seddon,1954).

Os estudos anatdmicos de Sunderland (1978), a exploragio intra-operatodria de Kline
e cols. (1969), o reparo cirirgico livre de tensfio proposto por Millesi (1986) e os
importantes dados clinicos sobre a recuperagdio da fungfo sensitiva apresentados por
Moberg (1991) representam contribuigdes relevantes para o aprimoramento do tratarmento
de lesBes nervosas periféricas durante a segunda metade do século 20. Dentro desse
periodo, destaque importante deve-se fazer ao advento das técnicas microcirrgicas,
difundidas particularmente por Millesi e cols. (1972, 1973). Tais técnicas associadas ao
implante de enxertos autologos e de préteses tubulares, construidas com materiais sintéticos

¢ organicos, propiciaram importante avango na cirurgia de nervos Mackinnon, (1996).

2.1. MORFOLOGIA DO NERVO PERIFERICO

2.1.1. Aspectos anatémicos e histologicos

Durante a formagdo do sistema nervoso central, células neuroectodérmicas passam a
formar o tubo e as cristas neurais. A partir destas estruturas se originam o0s neurdnios
motores somaticos, pré e pos-ganglionares simpaticos e parassimpaticos, neurdnios
sensoriais e as células de Schwann que participario na composicdo dos nervos periféricos
espinhais. Por sua vez, as células de Schwann formardo a bainha lipidica ao redor dos
axOnios mielinicos ou passam a envolver feixes de axénios amielinicos.

Macroscopicamente, ©s nervos periféricos apresentam aspecto de corddes
esbranquigados, conferido pelo tecido conjuntivo das bainhas que o envolvem. A bainha
mais externa é denominada de epineuro; a segunda ¢ o perineuro e a camada conjuntiva
mais interna, que se relaciona intimamente com as fibras nervosas, ¢ o endoneuro.

O epineuro ¢ constituido de fibroblastos distribuidos em camadas concéntricas ¢



separadas por fibras de colageno tipo 1, dispostas longitudinalmente, que reforcam a sua
arquitetura. Apresenta vasos sanguineos com maior calibre que os encontrados nas demais
regibes conjuntivas do nervo (Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997).

O perineuro reveste os fasciculos nervosos ¢ ¢ formado por células achatadas,
dispostas em 3 a 4 camadas concéntricas, separadas por feixes de colageno tipo I e IIL
Caracteristicamente, essas células apresentam-se envolvidas por uma lémina basal. As
células perineurais sdo constituidas de citoplasma contendo pouco reticulo endoplasmatico,
mas apresentam abundantes filamentos e vesiculas. Estabelecem entre si zonas ocluentes
(“tight junctions™), cuja fungdo é controlar a passagem de substéncias através das camadas
do perineuro. Parece que uma fungfio importante do perineuro € contribuir para a
homeostasia do microambiente do nervo. As células desta bainha conjuntiva parecem
controlar o trafego de substincias participando, assim, na formagdio da barreira hemato-
nervosa (Ortiz-Hidalgo ¢ Weller, 15997).

O endoneuro corresponde aos elementos conjuntivos que se encontram em intimo
contato com as fibras nervosas no interior do nervo periférico. Encontram-se distribuidos
ao redor das fibras nervosas, mielinicas e amielinicas, feixes de colageno tipo III,
fibroblastos, capilares e alguns mastocitos. Os fibroblastos sio idénticos ao resto do corpo e
o coldgeno encontra-se altamente organizado, formando dois folhetos distintos ao redor das
fibras nervosas e respectivas células de Schwann. O mais externo ¢ formado per grandes
fibras colagenas longitudinais, € 0 mais interno é composto por fibras de colageno finas €
orientadas de forma obliqua e circunferéncial ao nervo (Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997)

Os vasos que suprem os nervos periféricos sdo provenientes de ramos vasculares de
artérias regionais. Esses ramos se distribuem inicialmente no epineuro e penetram no
perineuro, formando intercomunicagdes ou anastomoses de plexos. A partir do perineuro
estes se subdividem e penetram no endoneuro, geralmente na forma de capilares
(Wadhwani e Rapoport, 1994).

2.1.2. Caracteristicas morfolégicas das fibras nervosas
Conforme ja referido, as células de Schwann que se originam das células da crista
neural acompanham os ax0nios e passam a organizar ou nfo uma bainha de mielina ao

redor dos mesmos, dando origem assim as chamadas fibras nervosas mielinicas ¢
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amielinicas, respectivamente. As fibras amielinicas se organizam em feixes onde cada
ax6nio encontra-se envolvido por um prolongamento da célula de Schwann, €, desta forma,
separado dos demais. Além disso, um verdadeiro tubo de membrana basal € organizado
pelas células de Schwann ao redor das fibras nervosas, que se estende da regifio de
emergéncia dos filamentos radiculares at€ as terminagBes axonais, distalmente. Este tubo de
membrana basal ¢ considerado matriz extracelular e € composte por coldgeno IV e 'V,
glicoproteinas e proteoglicanos. Ao microscdpio eletrnico distinguem-se 3 camadas na
membrana basal. A primeira € uma 14mina t€nue que constitui uma regifio mais clara e sua
espessura varia de 20 a 40 nandmetros. A segunda lamina, denominada 1amina densa ou
basal, situa-se entre a l&mina rara e a 1dmina reticular ¢ sua espessura é de 20 a 100
nandmetros, € eletrodensa e constituida por uma malha de filamentos. A terceira camada, a
lamina reticular ou rara interna, € brilhante ac microscopio eletrbnico ¢ de espessura

variada, localizando-se entre a lamina densa e o endoneuro (Martin ¢ Webster, 1973).

2.1.3. Caracteristicas morfologicas do axonio

O axodnio € um prolongamento diferenciado do corpo celular do neurdnio, sendo sua
funcio de permitir a conducfio de sinais elétricos ¢ quimicos. Possuem um citoesqueleto
formado principalmente por neurofilamentos e microtibulos. Os neurofilamentos, descritos
originalmente por Ramon y Cajal e Bielschowsky comeo neurofibrilas argent6filos {apud
Ortiz-Hidalgo e Weller, 1997), apresentam um didmetro de 8 a 10 nm, com comprimento
variavel. Os microtibulos t€m a aspecto cilindrico oco e sfo compostos por subunidades
globulares de tubulina com 4 a 5Snm de didmetro. Exercem funcfo importante no transporte
axonal, ancorando ¢ pemmitindo o avango de vesiculas transportadoras de
neurotransmissores € outros produtos do metabolismo neuronal (Block, 1994).

A bainha de mielina que envolve o axdnio quando observada ao microscopio
eletrébnico apresenta as chamadas linhas densas principais ¢ as linhas intraperiddicas. Estas
se formam pela fusdo das faces internas e externas da membrana da célula de Schwann
durante o processo de mielinizagdo (Ross, 1993). Também durante esse processo, porgdes
de citoplasma permanecem entre as membranas das células de Schwann constituindo as
incisuras ou fendas de Schimidt-Lanterman. Parece que a fungfio destas estruturas seja

evitar o fluxo ou deslocamento de mielina semi-liqiiida ao longo das fibras nervosas e



favorecer por difusio, a passagem de nutrientes ao axdnio. A bainha de mielina, por sua
vez, ¢ constituida por 75% de lipidios (colesterol, esfignomielina e galactolipideo) e 25%
de proteinas. A regifio entre duas células de Schwann adjacentes, onde ndo hd mielina,
chama-se nodulo de Ranvier. Nesta regifio a membrana axonal esta em direta comunicaggo
com o meio extracelular, sendo rica em canais idnicos, cujo funcionamento determina a
geragio e propaga¢do do impulso nervoso (Waxman e Ritchie, 1985; Scholz, 1993). E
importante destacar que no funcionamento do sistema nervoso, a bainha de mielina atua
como isolante elétrico ¢ aumenta a velocidade de condug@io do impulso nervoso, sem
necessidade de aumento do didmetro da fibra nervosa (Waxman e Ritchie, 1985; Scholz,
1993).

2.2. LESOES DO NERVO PERIFERICO

2.2.1. Classificacio das lesdes

Variados agentes lesivos, associados ou ndo, de natureza mecanica, isquémica,
quimica, térmica ou elétrica sio capazes de causar danos ao nervo periférico. A extensdo
destas lesdes pode abranger um pequeno segmento, quando causado por um instrumento
cortante, por exemplo, ou abranger uma extensdo relativamente grande, quando provocado
por esmagamento ou tragio (Leffert, 1988).

Nenropraxia, axonotomia ¢ a neurotomia sio denominagdes atribuidas por
Seddon (1943) aos diferentes graus de lesdes nervosas periféricas, cuja classificagdo foi
posteriormente ampliada por Sunderland (1953). A neuropraxia ¢ causada pela compressao
do nervo e provoca o bloqueio parcial da condugfio do impulso nervoso, sem que haja
interrupcio anatémica da fibra nervosa. A axonotomia ¢ decorrente do esmagamento do
nervo, que provoca a secgfio de muitas fibras nervosas, e tem como conseqiéncia o
desencadeamento da degeneragio Walleriana e bloqueio importante da condugdo do
impulso nervoso. A neurotomia corresponde a secg&o total do nervo, com a interrupgio das
bainhas conjuntivas ¢ das fibras nervosas, tendo como conseqaéncia o bloqueio total da
condugiio do impulso nervoso associado & intensa degeneragéo da porgdo distal a lesdo.

A probabilidade de regeneragio do nervo, com retomada total da sua

funcionalidade, diminui em proporgo a gravidade da leso. Assim, apés uma neurotomia, a



probabilidade de recuperacio funcional sem 2 utilizagdo de algum tratamento cirargico €

muito pequena.

2.2.2. Alteracbes proximais provocadas pela neurotomia
A secgdio do nervo provocada pela neurotomia gera a formac#o de dois cotos, proximal e
distal. Na extremidade do coto proximal, os axdnios seccionados apresentam uma perda de
material axoplasmatico imediatamente apos a lesdo, que cessa apds alguns minutos com a
reorganizagio da membrana plasmatica axonal. No corpo celular dos neurénios
axotomizados desencadeia-se o fendmeno da cromatélise, caracterizada pela desintegragée
da substéincia de Nissl e aumento de basofilia. Seu volume aumenta ¢ o niicleo migra para a
periferia da célula. Embora estes fendbmenos ainda ndo sejam entendidos do ponto de vista
funcional, eles estio relacionados com as alteragBes na sintese proteica e com eventos que
podem dar inicio aos processos de regeneragdo axonal ou de morte dos neurdnios {Fawcett
¢ Keynes, 1990, Horie et al 1999, Zheng et al 2001).

No coto distal tem lugar um processo degenerativo denominado “degeneracéo
Walleriana”, durante o qual os ax0nios separados do coto proximal entram num processo
autolitico. Estudos ultra-estruturais mostraram que a primeira alteragdo a ocorrer nos
segmentos axonais distais ¢ o acimulo de mitocondrias no axoplasma da regido dos nodos
de Ranvier (Donat e Wisniewski, 1973). A seguir hd uma retragdo da bainha de mielina,
fragmentagdo do axoplasma ¢ um rompimento das mitocondrias. Apos 12 horas da lesdio a
fibra nervosa torna-se intumescida e deformada com o aumento das incisuras de Schmidt-
Lantermann. Apresentam também um afrouxamento das lamelas de mielina ¢ retrag3o da
bainha em dire¢fio aos nodos de Ranvier. Num periodo de 3 a 7 dias os axonios € a bainha
de miclina estario completamente fragmentados em segmentos elipséides (Carpenter,
1988).

As alteragdes no comportamento das células de Schwann sfo um fato importante na
degeneragdo Walleriana. O citoplasma destas células se hipertrofia, aumenta o nimero de
organelas e se amplificam os movimentos citoplasmaticos. Durante essa fase, monocitos €
macréfagos sdo recrutados para o coto distais que, junto com células de Schwann, aceleram
a autdlise dos axdnios e a degradaciio da bainha de mielina (Stoll e cols., 1989).

Beuche ¢ Friede (1984) mostraram que fragmentos de nervos mantidos no interior
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de recipientes de “milipore” e implantados intraperitonealmente, ndo apresentaram
degeneragio Walleriana. Esses recipientes nfo permitiam o ingresso de macrofagos nos
fragmentos de nervos, assim, os axdnios € as bainhas de mielina permaneciam integros por
varios dias ap0s o implante. Isso foi confirmado por White e cols. (1989), ¢ mais
recentemente Dahlin (1995), em experimentos onde a entrada de células no micro-ambiente
do nerve lesado foi impedida, evidenciando-se a grande importincia do papel dos

macrofagos durante a degeneraciio Walleriana.

2.3. REGENERACAO DO NERVO PERIFERICO

2.3.1. Conceitos basicos

A regeneragdo do nervo periférico depende de véarios fatores tais como o grau de
comprometimento das bainhas conjuntivas, a distdncia entre o local da lesdio e o corpo
celular do neurbnio, a disponibilidade de moléculas neurotréficas no sitio da lesio e a
capacidade de regeneragdo intrinseca da propria célula nervosa.

Quando as condigbes criadas por esses fatores sio minimamente favoraveis, os
neurdnios axotomizados passam a regenerar seus axonios. Na extremidade destes organiza-
se uma estrutura altamente diferenciada, denominada “cone de crescimento”. Este que
corresponde a uma intumescéncia, com 50 pm de diimetro e 100 um de comprimento,
contém organelas celulares e fibrilas organizadas junto & membrana que emitem finos
prologamentos denominados filopédios. A membrana do cone de crescimento, em
particular a dos filopodios, possuem receptores para moléculas com propriedades
neurotroficas € neurotdpicas presentes no ambiente extracelular (Fawcett e Keynes, 1990;
Vesa et al 2000; Jones et al 2001). Distalmente a lesdio, no decurso da degeneragio
Walleriana, as células de Schwann se multiplicam e se organizam formando corddes
(bandas de Biingner) envolvidos pela membrana basal produzida por elas. Os cones de
crescimento penetram as bandas de Bungner ¢ os axdnios se alongam em contato com a
membrana da célula de Schwann e sua respectiva membrana basal (Ortiz-Hidalgo e Weller,
1997). Estes axénios em regeneragio podem ou ndo ser mielhinizados pelas células de
Schwann e, embora se saiba este processo dependa de uma sinalizagfo axonal, a natureza

desta ainda nfo € bem compreendida (Griffin e cols, 1993).



2.3.2. Importancia dos elementos celulares e dos fatores neurotréficos para o nerve

Conforme ja referido, os sinais fisicos ¢ bioquimicos no micro-ambiente de
regeneracio sdo detectados pelo cone de crescimento que medeia a sinalizagdo necessaria
para a sobrevivéncia do neurdnio e o crescimento axonal em direcdo ao alvo periferico
(Dodd e Jessel, 1988). Os elementos celulares de origem ndo-neural, sobretudo as células
de Schwann, respondem pela produgfio de neurotrofinas, tais como NGF (Nerve Growth
Factor), BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) ¢ GDNF (Glial Cell Line-Derived
Neurotrophic Factor) (Raivich e Kreutzberg, 1987, Funakoshi e cols., 1993; Watabe ¢ cols,
1995; Hammarberg e cols, 1996; Arce e cols, 1998).

Taniuchi e cols. (1988) demonstraram que as c¢élulas de Schwann tambem
expressam receptores para a NGF e que esta expressdo parece ser controlada pelo contato
axonal. Assim, durante a degeneracioc Walleriana o nimero desses receptores aumenta nas
células de Schwann e diminui durante o processo regenerativo, 3 medida que 05 ax0nios
restabelecem o contato com as mesmas. Por sua vez, (Funakoshi e cols. 1993) mostraram
alteragbes substanciais da quantidade de varios outros fatores neurotréficos no nervo, bem
como dos seus receptores de alta afinidade, durante o processo degenerativo e regenerativo
axonal.

Concomitantemente as alteragdes na expressio € disponibilidade de fatores
neurotréficos, distalmente a lesdo as células nfo neurais aumentam a sintese de diversos
componentes da matriz extracelular capazes de promover o crescimento e a orientagdo dos
axonios em regeneracdo, tais como laminina, coldgeno, acido hialurdnico e proteoglicanos
(Tona € cols., 1993).

24. TRATAMENTO CIRURGICO DAS LESOES NERVOSAS PERIFERICAS

No tratamento cirtirgico das lesdes nervosas periféricas devem ser consideradas as
condi¢Bes anatdmicas e fisioldgicas da regidio traumatizada, além do intervalo de tempo
decorrido apés a lesdo. As técnicas operatorias a serem empregadas dependerdo em grande

parte desses fatores (Benzel, 1996; Evans, 2000). Consideraremos a seguir algumas das



técnicas mais empregadas, bem como sua adequacio para as diversas situagdes.

2.4.1. Neurorrafias e tubulizagtes

A neurorrafia € a técnica mais empregada para o tratamento cirdrgico de nervos.
Esta consiste na sutura das extremidades dos cotos proximal e distal e entre si ou destes as
extremidades de enxertos empregados na reconstrugio do nervo. A neurorrafia pode ser
epineural (Rouleau, 1981), perineural (Sunderland, 1953; Millesi e cols., 1972; Milles,
1981) ou epiperinenral {Brunnelli, 1969). Alguns autores ndo fazem distingdo entre as
suturas epineural ¢ interfunicular (Hudson e cols., 1979; Buelher ¢ cols., 1990).

Diversos autores investigaram métodos alternativos para a newrorrafia, contudo os
resultados foram similares ou inferiores. Dentre estas alternativas pode-se destacar a unido
dos cotos nervosos com cola acrilica (Freeman, 1965) ¢ cola de fibrina (Bento e Minit,
1989; Maragh ¢ cols., 1990).

Para o tratamento de lesdes onde ocorreu perda de substincia, nfio sendo possivel a
unidio direta dos cotos, tem sido proposto emprego de proteses tubulares construidos com
diversos tipos de materiais biocompativeis. Dentre estes encontram-se materiais ndo
bioabsorviveis, como silicone e outros aloplasticos (Ducker e Haves, 1968; Ashur e cols,,
1987; Langone, 1991, Francel e cols., 1997), materiais bioabsorviveis, como os derivados
de -acido polighicédlico, acido hialurbnice e polifosfazenos (Dellon e Mackinnon, 1988,
Pham e cols., 1991, Favaro e cols., 1992; Langone e cols.,1995), ¢ colageno (Braun, 1966;
Archibald e cols., 1991; Langone e cols., 1997; Lora ¢ cols., 1997, Chen e col., 2000,
Suzuki e cols. (2000), Krekoski e cols., 2001, Hadlock e cols., 2001, Karacaoglu e cols.,
2001, Evans ¢ cols., 2002).

2.5. ENXERTOS DE NERVOS: VANTAGENS E LIMITACOES

Quando a lesdo do nervo periférico produz acentuada perda de substéncia, da ordem
de centimetros, 0 emprego de proteses tubulares e outras alternativas citadas acima passam
a ser inviaveis. Nestes casos, o enxerfo autdlogo de nervo (EAN) € a opgio mais
freqlientemente escolhida, especialmente pela auséncia da rejei¢dio € a sua relativa

facilidade de obtengdo. Contudo, seu emprego sempre leva a denervagiio da regido doadora



e ¢ limitado pela extensdo da lesio e pelo calibre do nervo comprometido pela mesma
(Holmes, 1947, Seddon, 1947, 1963; Sunderland e Ray, 1947; Speigel, 1949; Millesi ¢
cols., 1972, 1986; Narakas, 1989; Wong e Scott, 1991, Atchabahian 1998).

Os enxertos homologos de nervos (EHN) sio uma afraente alternativa aos EAN.
Contudo, o seu emprego ¢ dependente do grau de histocompatibilidade existente entre o
doador e o receptor. O desenvolvimento de drogas imunosupressoras levou varios grupos
investigarem a possibilidade da utilizagio dos EHN como um método mais vantajoso que
os EAN (Pollard e Fitzpatrick, 1973; Zalewsky ¢ Gulati, 1981, 1984; Mackinnon e cols,,
1984 a b, 1987; Bain e cols., 1988a; 1988b; Gulati, 1989; Grochowicz € cols., 1989; Yu e
cols, 1989; Ansselin e cols., 1990; Mackinnon e cols., 1992; Ansselin e cols., 1992;
Zalewsky e cols., 1993; Evans ¢ cols., 1998).

O tratamento de ratos ¢ primatas com Azatioprina ¢ Ciclosporina conferiu
imunoprotecdo dos EHN transplantados nesses animais € promoveu a regeneragio nervosa
(Pollard e cols., 1973; Zalewsky e Gulati, 1981, 1984; Mackinnon e cols., 1984 ab, 1987,
Bain ¢ cols., 1988a, 1988b; Mackinnon ¢ cols., 1992). Contudo, o efeito colateral dessas
drogas, tolerdveis nos transplante de drgos vitais como rim, coragdo ou figado, nfo sdo
aceitaveis na imunoprotecio dos EHN. Esses efeitos mostraram-se mais adversos que a
propria lesdo do nervo, gerando assim um dilema ao se avaliar a relagiio custo/beneficio
desta escolha. Ainda diversos autores observaram que EHN transplantades em ratos
submetidos & imunossupressdo com Ciclosporina A por longo periodo (9-20 semanas)
sofreram uma rapida e total rejeigio uma vez cessada a administragio da droga (Zalewski e
Gulati 1981; Yue cols., 1989; Ansselin e cols., 1990; Ansselin € cols., 1992).

Apds estudos da ultraestrutura dos EHN, Pollard e Fitzpatrick (1973) puderam
associar a rejeicdio dos EHN com a sua invasdo por linfocitos, células plasmaticas e
macrofagos ativados. Ansselin e Pollard (1990), quantificaram e acompanharam a
cronologia da invasio dos diferentes tipos de linfocitos nos EHN realizadas entre ratos
Dark Agouti {doadores) e Wistar (receptores), do 1° ao 14° dia apds o transplante.
Observaram também que as células de Schwann passaram a expressar moléculas classe I e
classe II do Sistema de Histocompatibilidade Principal (MHC) a partir do 2° dia apos o
transplante. Ansselin e Pollard (1990) propuseram, entdio, que as células de Schwann

poderiam estar atuando como células apresentadoras do antigeno (APC), disparando assim
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a resposta imune ¢ se tornando, elas mesmas, alvo do processo de rejeigio.

Visando diminuir a antigenicidade dos EHN muitos experimentos foram realizados
utilizado-se das mais variadas técnicas, os EHN foram submetidos aos mais diferentes tipos
de tratamentos previos, tais como: predenervagio, congelamento, resfriamento, irradiagio
ou liofilizacdo (Das Gupta, 1967; Pollard e Fitzpatric, 1973; Pollard e MclLeod, 1981;
Zalewski e Gulati, 1982; 1de, 1983; Ide e cols., 1983; Mackinonn e cols., 1984a,b; Gulati,
1988; Osawa e cols., 1986, 1987; Hare e cols.,1993; Zalewskd ¢ cols., 1993).

Utilizando técnicas de congelamento, associadas ou nfio a predenervagio dos EHN,
Ide (1983), Ide e cols. {1983), Gulati e Zalewski (1985), Osawa e cols. (1986, 1987) e
Tohyama e cols. {(1990) mostraram que o processo de rejeiclio dos EHN promove a
eliminag8o da mielina, dos axdnios ¢ das células de Schwann, porém, preserva os tubos de
membrana basal destas dltimas. Contudo, 2 medida que os axdnios, acompanhados pelas
células de Schwann do receptor, crescem no interior do nervo transplantado, os tubos
antigos de membrana basal vio se fragmentando. Os tubos de membrana basal tem papel
importante na orientagfio e crescimento dos axdnios em regeneragdo, tanto no interior dos
EAN, quanto no interior dos EHN (Ide e cols., 1990).

Por outro lado, a eliminagdo dos elementos celulares no interior de EAN reduz a
eficiéncia destes em comparacio 4 que se observa com enxertos autdlogos de nervos
frescos. De fato, grande quantidade de dados mostra que os componentes celulares do
nervo, especialmente as células de Schwann, produzem varias moléculas neurotréficas
responsdveis pela sobrevivéncia dos neurdmios e pelo crescimento axonal (Fawcett e
Keynes, 1990; Hurst ¢ Badalamente, 1991; Hammarberg ¢ cols, 1996; Arce e cols, 1998).
Por outro lado, conforme j4 mencionamos, os elementos celulares nos EHN tém importante
papel no desencadeamento da rejeicfo do enxerto pelo sistema imunolégico do receptor.

Dessa forma, um passo importante seria o desenvolvimento de um método que
possibilitasse o emprego dos EHN, onde os elementos celulares fossem preservados, ao
mesmo tempo em que sua antigenicidade fosse eliminada ou diminuida. Neste Gltimo caso,
embora a imunossupressdo sistémica ainda fosse necesséria, ela poderia, entdo, ser reduzida
a niveis aceitaveis.

Hare ¢ cols. {1993) analisaram a migragio de linfocitos para o interior de EHN

frescos ou pré-tratados transplantadas subcutaneamente em ovelhas. O pré-tratamento dos
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EHN foi realizado por congelamentio ou por resfriamento a 5°C. Estes altimos foram

mantidas em solugdo conservadora Wisconsin/Belzer por periodos de 6 horas a 3 semanas.
111

A analise da migracio de linfocitos do hospedeiro, previamente marcados com indio
realizada 7 dias apOs o implante, mosirou gque ambos os tratamentos inibiram
significativamente a migracdo de linfocitos para o interior dos EHN, quando comparados
com os nervos frescos. Foram particularmente interessantes os resultados obtidas por esses
autores com o resfriamento e conservacio nos nervos na solugiio Wisconsin/Belzer. De
fato, a inibi¢do da imigracio de linfdcitos para o interior dos EFN foi realmente muito
acentuada quando o0s mesmos foram mantidos na solugdo conservadora de
Wisconsin/Belzer pelo periodo de 1 a 3 semanas. Entretanto, a conservagio das EHN por
periodos curtos, de 6 a 24 horas, produziu, paradoxaimente, um aumenta da migragio de
linfocitos. Considerando o observado em transplantes renais, nos quais curtos periodos de
isquemia do orgdo podem levar a2 um aumenta da expressio dos MHC classe II no endotélio
vascular, os autores atribuiram a maior migracdo de linfocitos 4 ocorréneia de um
fendmeno andlogo nos EHN. Por outro lado, tempos longos de conservagio a frio poderiam
gstar provocando uma deplegfio e/ou inibigdo de células endoteliais, bem como de outras
células apresentadoras de antigeno, determinando, assim, a reducio da migragdo dos
linfocitos.

Evans e cols. (1995) avaliaram o potencial da técnica de conservagio de enxertos de
nervos em soluco Wisconsin/Belzer, empregando o modelo de transplante de nervo ciatico
entre ratos de linhagem isogénica. Esse autores estudaram o efeito de diferentes
temperaturas de conservaciio (5, 22 e 37°C) sobre a potencialidade dos mesmos em
sustentar a regeneragdo do nervo. Apés 14 meses do transplante verificaram que os
parimetros histologicos, eletrofisiologicos e funcionais computados nos animais que
receberam enxertos conservados a 5°C por até trés semanas foram equivalentes aos
observados nos animais que receberam transplantes de nervos frescos.

Realmente, a técnica de conservagdo de nervos para transplante parece ser
promissora. Contudo, ainda s&o necessarios trabalhos experimentais voltados ao estudo da
viabilidade dos EAN ¢ EHN conservados em meios que preservam os elementos celulares e
que, de alguma maneira, reduzam seu potencial antigénico Neste sentido, consideramos

importante aprofundar nosso conhecimento sobre a eficacia de diferentes tipos de solugdes
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conservadoras, bem como, sobre o tempo maximo de conservagdo dos enxertos sem que
haja comprometimento da sua viabilidade. Tais dados, associados ao estudo do(s)
mecanismo(s) que inibem a resposta imunoldgica do receptor aos enxertos homologas de
nervos mantidos em tais solugdes, poderfo viabilizar o desenvolvimento e implantagfo de

um banco de nervos.



3. Objetivos

Considerando as propriedades das solucdes conservadoras atualmente utilizadas no
transplante de drgfios, este projeto teve como objetivo geral fornecer dados sobre a
viabilidade do emprego dessas solugBes na criacio de um banco de enxertos de nervos
periféricos.

Especificamente, neste trabalho foi realizado:

1. A analise das caracteristicas morfologicas de enxetos de nervos periféricos apds
manutengdio, por 24 ou 72 horas, em solugfio de Wisconsin/Belzer ou solugio de
Collins.

2. Avaliou, através de critérios morfologicos, o sucesso da regeneracfio axonal

através dos enxertos nervosos mantidos nas solucdes referidas.
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4.1. Abstract

We have compared the nerve regeneration by autografis stored in preservative
solutions. Wistar male rats groups had the both tibial nerves removed and stored during 24
or 72 hours in Wisconsin/Belzer or Collins solutions at 4° C. Following storage period
those nerves are processed for histochemical and ultrastructural analysis. In other animals,
the stored nerves were transplanted. After fifty days of the transplant, the animals were
reoperated to remove the nerve graft and processed. Sections of the nerve grafts were
obtained and observed in Light and Transmisson Electron Microscopies. The ultrastructural
analysis shows that the structure of the nerve was well preserved after preservation time in
both solutions. The nerve fiber regeneration was more advanced in the grafts previously
stored in Wisconsin/Belzer solution, but was not similar to the observed in fresh nerve
graft. The fibrous matrix compartments were more preserved in nerve grafts mantained in
the Wisconsin/Belzer solution. The cellular density in regenerated grafts was apparently
higher. Our observations suggest that Wisconsin/Belzer solution is the best choice because
must preserve more functional elements that permits a better nerve reorganization in

autografts.
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4.2. Introducio

O enxerto autdlogo de nervo (EAN) ainda é o meétodo mais fregilentemente
utilizado no reparo cirargico de lesSes nervosas periféricas com perda de substdncia
(Evans, 2000). Contudo, 0 EAN envolve sempre o sacrificio da regido doadora e a utilidade
deste diminui significativamente quando a extensfo da lesfio ou o calibre do nervo sfo
grandes (de Medinacelli ¢ Seaber 1989). Estas razbes tém motivado a intensa investigacdo
de alternativas para o reparo cirlirgico de nervos quando a reconstrugdo dos mesmos se faz
necessaria. Entre tais alternativas encontram-se o use de conduites sintéticos ou biologicos,
enxertos arteriais e venosos e enxertos de muasculo acelular (Chen et al., 1994; Atchabahian
et al., 1998, Fansa et al., 2000, Krekoski et al., 2001, Karacaoglu et al,, 2001, Evans et al,,
2002). Outra alternativa interessante ao EAN s3o os enxertos homologos de nervos (EHN),
na medida em que sejam superadas as dificuldades impostas pelos fendmenos de rejei¢dio e
de sua conservagdo (Sunderland 1999, Fansa et al 1999, Evans et al. 1995, 1998, Hare et al.
1993).

Dessa forma, um passo importante ¢ o desenvolvimento de métodos que mantenham
a viabilidade dos enxertos apos periodos adequados de estocagem e, no caso dos EHN,
eliminem ou restrinjam significativamente a antigenicidade dos mesmos. De fato, nos
ultimos anos tém-se investigado a formulagio de meios de conservagfo que permitam a
criacio de bancos de enxertos de nervos (Levi et al, 1994, Evans et al, 1995, 1998,
Atchabahian et al., 1999). Contudo, ainda ¢ pequeno o conhecimento dos efeitos desses
meios sobre as caracteristicas morfoldgicas dos nervos apds diferentes periodos de
conserva¢do, bem como apés © seu transplante. Neste trabalho investigamos as
caracteristicas histoquimicas ¢ ultra-estruturais de enxertos de nervos mantidos por 24 € 72
horas em dois tipos de solucio conservadora, bem como 50 dias apos o transplante

autologo.

4.3. Material e Métodos

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando entre 300 ¢ 350 gramas,

adquiridos do Centro de Bioterismo da Unicamp. Antes de cada procedimento cirdrgico os
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animais foram anestesiados com Pentobarbital Sodico (50mg/kg de peso corporal; Hypnol,
Laboratorios Cristalia) e todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica na Experimentacio Animal do Instituto de Biologia da Unicamp.

Para ¢ estudo das caracteristicas histoquimicas e ultra-estruturais dos enxertos de
nervos, um grupo de doze animais tiveram os nervos ciatico esquerdo e direito removidos ¢
conservados em solugio de Wisconsin/Belzer ou solugio de Collins, por 24 ou 72 horas a
4°C (grupos W1, W3, C1 e C3, respectivamente). A solugiio de Wisconsin/Belzer foi
adquirida da Du Pont Pharma (Amsterdam, Holanda) ¢ possuia a seguinte composigao:
KH,PO: (25mM); MgSO; (5mM);, Lactobianato de K (100mM); Adenosina (SmM);
Glutationa Total (3mM); Rafinose (30mM); Alopurinol (1mM); Hidroxi-etil-amato
(50g/L);, pH 7.4, Osmolaridade 320 mOsmol/L. A solugio de Collins foi adquirida da
B.Braun S/A (Rio de Janeiro, Brasil), e possuia a seguinte composigdo: KCl (15mM);
NaHCO; (10mM);, MgSO; (28mM); KH.PO; (15mM); K HPO: (42mM), Glicose
(139mM); pH 7,0; Osmolaridade 317 mOsmol/L.

Para o estudo das caracteristicas histoquimicas e ultra-estruturais dos enxertos apds
conservacio e transplante autélogo, um segundo grupo de doze animais tiveram o nervo tibial
esquerdo removido e conservado por 24 ou 72 horas em solugdo de Wisconsin/Belzer ou
solugio de Collins (grupos W1-T, W3-T, CI-T e C3-T, respectivamente). Apos esses
periodos os nervos foram transplantados no-lado direito dos mesmos amimais. Passados
cingiienta dias, um segmento de nervo, contendo o enxerto ¢ as porgbes proximal ¢ distal ao
mesmo, foi removido do animal, fixado em solugdo de Kamovsky e processado para
embebigio em resina Araldite F (CY-205, Uegama) para microscopia eletronica e resina
Paraplast (Merck) para microscopia luz. Para analise histoquimica foram realizadas secgbes
longitudinais (6um) e tratados com Azul de Toluidina em tampéo Mcllvaine pH 4,0 € pelo
Picrossirius-hematoxilina. Para as observacdes ultra-estruturais foram realizados cortes
ultrafinos empregando-se ultra-micrétomo LKB (Bromma 8800). Os mesmos foram
tratados pela técnica convencional e documentados em microscopio eletronico LEC 906/
Carl Zeiss.

Outros dois grupos de animais foram utilizados como controle. Trés animais
tiveram um segmento de quinze milimetros do nervo tibial esquerdo removido e

imediatamente transplantado para o lado direito (grupo NF). Apés 50 dias da cirurgia, os
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enxertos foram removidos, processados e decumentados segundo o protocolo descrito
acima. Trés animais da mesma idade dos demais tiveram os nervos cidtico direito ¢

esquerdo removidos e imediatamente tratados como relatado acima (grapo NN).

Esquema para obtenc¢io dos nerves controle ¢ de enxertos mantidos nas
solucBes conservadoras ( Grupos Wi, W3, (1, C3 e NN)

Segmento de nervo
resgecado

Processamenio
dos espécimes
para analise ao

microseopio
Fangerios mantidos em
= solugio de Wisconsin ou Anaiise 20
de Collins por 24 ou 72, mieroschnio
(Wi, W3, Cl e C3) dntice ¢
eletrénico

» NN

Esquema da obtencio dos enxertos frescos e de enxertos mantidos nas solucdes
conservadoras e transplantados (Grupes W1 T, W3 T, C1T,C3 T e NF)

Segmenic de nervo
ressecado

Enxerto de nervo
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4.4. Resultados

4.5, Aspectos histoguimicos

A analise histologica dos segmentos de nervos mantidos em solucdo de
Wisconsin/Belzer ou em solugfo de Collins durante 24 ou 72 horas revelou que a
morfologia destes sofreu alteracles na sua estrutura comparativamente aos segmentos de
nervos normais. Contudo, 4 microscopia de luz os axdnios mielinicos ndo apresentavam
evidéncias de degeneracio (Figl e 2} .

O tratamento com Azul de Toluidina revelou a reduciio da basofilia tecidual em
todos os segmentos conservados (Fig 1B-E) quando comparados ao nervo normal (Fig 1A).
Nos nervos conservados em solugo de Collins tal reducio foi mais acentuada no grupo C3
(Fig. 1C). Ja os nerves conservados em solugiio de Wisconsin/Belzer por 24 ou 72 horas
(Fig. 1D-E) apresentavam aspecto semelhante entre si. Contudo, a coloragfio foi similar a
observada no grupo C1.

A coloracdo com Picrossirius, avaliou a acidofiba tecidual detectando
preferencialmente a organizagfio das fibras colagenas nas bainhas conjuntivas dos nervos.
Em todos os grupos ndo foram observadas alteragdes quanto & distribuigdo € organizagio
das fibras colagenas nos nervos conservados nas diferentes solugdes e tempos (Fig.2 A-E).

Apés 50 dias de transplante a coloragio com Azul de Toluidina detectou uma
basofilia tecidual semelhante entre os diferentes grupos de enxertos previamente mantidos
em solugdes conservadoras (Fig 1G-J) e o grupo de enxertos de nervos frescos (Fig. 1F). A
celularidade também foi semelhante entre os enxertos previamente conservados (Fig. 1 G-I)
e os enxertos de nervos frescos (Fig. 1F). Por outro lado, a vascularizacdio nos enxertos
mantidos na solucdo de Wisconsin/Belzer ou na soluc@io de Collins, por 24 ou 72 horas,
mostrou-se aparenternente mais densa que nos enxertos de nervos frescos. Nio foram
observadas alteragbes quanto as bainhas conjuntivas, Contudo, o tratamento com
Picrossirius detectou areas de deposigdo intensa de fibras colagenas, semelhantes ao que se
observa nas fibroses, em todos 0s grupos tratados (C1-T, C3-T, W1-T e W3-T). Este fato
foi mais freqiiente nos grupos C1-T e C3-T e ndo foi observado no grupo NF (Fig 2 F).
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4.6.  Aspectos ultra-estruturais

Os enxertos estocados em ambas as solugdes (C1, C3, W1 ¢ W3) apresentaram
alteragtes ultra-estruturais similares, que se acentuaram apds 72 horas de conservagio.
Todos os enxertos apresentaram altera¢des na organizagio das fibras coldgenas no espago
endoneural quando comparados aos nervos normais {grupo NN). Estas se encontravam
mais frouxamente organizadas por entre as fibras nervosas, sendo que no grupo C3 (Fig
3(C) tal alteragiio foi significativamente mais acentuada que nos grupos W1 e W3 (Fig. 3D-
E). Por outro lado, nfio foram detectadas evidéncias de desintegragio das fibras coldgenas
em nenhum dos especimes conservados nas solugdes de Collins ou Wiscosin, quer apos 24
ou 72 horas.

A estrutura da bainha de mielina também sofreu importantes alteragdes nos enxertos
submetidos aos dois meios de estocagem. Tais alteragles foram caracterizadas pelo
afastamento das lamelas lipidicas, muito evidentes nas fibras nervosas de maior didmetro.
Nos grupos C1 e C3 (Fig 4A e B) essas modificagdes estavam mais acentuadas e freqiientes
que nos grupos W1 e W3 (Fig4E e F).

As alteragdes da bainha de mielina foram acompanhadas por modificagbes na
estrutura dos ax0nios. Estes se encontravam retraidos e exibiam fragmentacdo de seu
citoesqueleto, evidenciada pela aglutinagBo dos neurofilamentos, que pareciam formar
feixes 1solados quando observados em cortes transversars. Tais alteragdes dos ax6nios se
mostravam mais intensas quanto mais desestruturadas as lamelas da bainha de mielina se
encontravam. Por outro lado, os axdnios amielinicos ndo mostravam modificagbes de sua
estrutura em qualquer dos grupos estudados (Fig. 4 A-B). Mesmo aqueles de maior calibre
apresentavam uma morfologia similar & observada nos axdnios dos nervos normais (Fig. 3
A). Interessantemente, em ambos 0s tipos de tratamento e tempos de conservago a ldmina
basal ao redor das fibras mielinicas ¢ amielinicas nfo se mostrava alterada na sua estrutura.
Ou seja, mesmo ao redor das fibras mielinicas, cujas lamelas se encontravam bastante
desarranjadas, a ldmina basal n3o apresentava sinais de interrupgio (Fig. 4 A e B). Por sua
vez, as células de Schwann mantiveram a integridade de sua estrutura ap6s 24 horas de
conservago em ambos metos empregados (Fig4C). Contudo, apds 72 horas de

conservagdo foram detectadas células exibindo alteragdes ultra-estruturais, tais como
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vacuolizacdo do citoplasma e edema citoplasmatico (Fig. 4D). Este fendmeno foi mais
freqiente no grupo C3 que no grupo W3,

Nos grupos de enxertos conservados por 72 horas(Fig 6B) as membranas
conjuntivas epineural ¢ perineural ndo apresentaram alteragdes na sua organizagdo quando
comparadas ao nervo normal (Fig. 6A). Sugerindo que a associagio destas células foi
preservada durante o periodo de conservagio.

Ap6s 50 dias do transplante, a analise ultra-estrutural mostrou que os enxertos dos
grupos W1-T e W3-T (Fig. 5 B-C) apresentaram um nimero aparentemente mais elevado
de fibras mielinicas e um padrio de organizacio tecidual semelhante ao grupo NF (Fig.
5A). Contudo, a densidade dos axdnios mielinicos parece ser menor que a observada nos
grupos NN. Também foi observada a presenga de minifasciculos em todos os grupos. No
entanto, eles foram mais freqiientes nos grupos C1-T e C3-T. Ao mesmo tempo foi
observado aumento da quantidade de fibras colagenas no endoneuro destes grupos (Fig. 5
D-E).

A organizagio ultra-estrutural do epineuro ¢ do perineuro (Fig 6 D) dos enxertos
mantidos nas solugdes conservadoras apresentou-se semelhante a observada nos enxertos

de nervos frescos grupo NF (Fig. 6C).
4.7. Discussido

O reparo de lesdes de nervos periféricos com perda de substincia € ainda um
desafio importante para os cirurgides e neurocientistas. O estabelecimento de bancos de
nervos parece ser uma atracnte via para enfrentar esse problema (Mackinnon, 1996). No
presente estudo pudemos confirmar os achados de Carone (1998), mostrando que a
conservagio de segmentos de nervos tibiais de ratos em solugio de Wisconsin/Belzer e em
solucio de Collins a 4°C, por 24 ou 72 horas, mantém a viabilidade dos mesmos quando
transplantados. Essa viabilidade pdde ser comprovada pela observacio do desenvolvimento
do processo regenerativo axonal 50 dias apos o transplante autélogo desses segmentos.

Contudo, nossos resultados evidenciaram importantes diferencas das caracteristicas
histoquimicas e ultra-estruturais entre os segmentos de nervos conservados nas duas

solugbes apds 24 ou 72 horas. Tais diferengas parecem justificar o maior namero de
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axonios regenerados nos enxertos mantidos na solugdo de Wisconsin/Belzer,
comparativamente aos conservados na solugdo de Collins, relatados por Carone (1998).

Sabe-se que a eficacia dos enxertos nervosos estd relacionada a preservacéo estrutural
¢ funcional das bainhas conjuntivas e das células de Schwann, além da qualidade do
microambiente molecular do meio extracelular, com as quais estas células interagem (Chen
et al., 2000).

Em particular, as células de Schwann s3o as principais responsaveis pela
manutencio de um ambiente tréfico adequado & regeneracio axonal (Trumble and Parvin
1994). A conservacio das mesmas depende da integridade dos componentes da sua
membrana basal e dos receptores celulares que interagem com a mesma (Terenghi 1995),
Entre os componentes da matriz extracelular, que interagem fortemente com as células de
Schwann, destaca-se a laminina. Esta glicoproteina de adesdo se agrega com proteoglicanos
e colageno do tipo IV na membrana basal. Ela € um dos mais potentes promotores do
crescimento axonal durante a regeneragdo (Evans et al. 1998).

O sucesso dos metos de conservacdo deve garantir a preservacio dos elementos
celulares ¢ a integridade da matriz extracelular diretamente associada com as mesmas. De
fato, nossos resultados evidenciaram que os elementos estruturais dos nervos mantiveram-
se integros apds 24 ¢ 72 horas de estocagem nas solucbes conservadoras empregadas.
Todavia, os enxertos conservados na solugfo de Collins apresentaram acentuada reduco na
basofilia tecidual, sugerindo que os proteoglicanos da membrana basal e bainhas
conjuntivas foram menos preservados nos grupos C1 e C3. Contudo, o arcabougo fibroso
parece ndo ter sofrido dano consideravel durante a preservago em ambas as solugdes.

A andlise das caracteristicas ultra-estruturais dos enxertos também revelou
alteragdes na mielina, na integridade da célula de Schwann ¢ na organizagéo do endoneuro,
as quais foram mais freqiientes nos segmentos dos grupos C1 e C3. Por outro lado, nio
foram observadas alteraces ultra-estruturais dos componentes celulares e da matriz
extracelular no perineuro e epineuro quer nos grupos C1 e C3, quer nos grupos W1 e W3,

A observagéo das caracteristicas histoquimicas ¢ ultra-estruturais dos enxertos apés
50 dias de transplante revelaram a presencga de expressiva quantidade de fibras colagenas
no endoneuro dos enxertos dos grupos C1-T e C3-T, ao passo que nos grupos W1-T e W3-

T esta se assemelhava a observada no grupo NF. Estes dados, associados ao fato de que nos




enxertos dos grupos C1-T e C3-T os minifasciculos foram mais abundantes e de menores
dimensdes que nos grupos W1-T e W3-T, nos permitem inferir que o numero de células de
Schwann funcionalmente preservadas foi maior nestes Gitimos. Por outro lado, nos enxertos
dos grupos C1-T e C3-T prevaleceram os fibroblastos e células perneurais. Nossos
resuitados sfo corroborados pelos achados de Strasberg et al. (1996), que observaram pouca
deposicio de fibras coldgenas nas bainhas conjuntivas de autoenxertos nerves conservados
em solugio de Wisconsin por sete dias antes de serem transplantados em carneiros. Além
disso, nossos dados também sfo suportados pelos achados de Carone (1998), empregando
modelo experimental igual ao empregado neste estudo. Estes autores computaram uwm
nimero significativamente maior de axOnios mielinicos regenerados, apds 50 dias de
transplante, nos enxertos conservados em solugdo de Wisconsin/Belzer, quando comparado
ao registrado naqueles mantidos em solugéo de Collins.

Neste sentido, nossos dados sugerem que os componentes da solugfio de Collins,
eletrélitos na sua maioria, ndo sdo capazes de assegurar otimamenie a viabilidade dos
elementos celulares do nerve durante o periodo de conservagio. Em contraposi¢io, a
solugdo de Wisconsin/Belzer possui alguns elementos na sua composi¢do que parecem
proteger essas c€lulas, especialmente as células de Schwann, melhorando assim a
regeneracdo axonal.

A eficiéncia da composicio da solugio de Wisconsin/Belzer, imcialmente
observada na conservagdo de 6rgéos, tem sido modificada e testada para a conservagiio de
diversos orgios e tecidos, inclusive nervos (Belzer et al 1988, Janieson et al. 1939,
Strasberg et al., 1996, Evans et al , 1995, 1998).  Dentre os componentes dessa solugfio
destaca-se o alopurinol que, inibindo a enzima xantina-oxidase intracelular, protege a célula
dos radicais livres de oxigénio produzidos pela isquemia do o¢rgdo/tecido durante a sua
conservacio (Toledo-Pereyra, 1977, Koyama, 1985; Southard ¢ cols, 1987). Por sua vez, ¢
lactobionato de potdssio, também possui agfio protetora contra radicais livres de oxigénio
produzidos nas células. Além disso, fornece potassio a célula €, juntamente com a rafinose,
atua osmoticamente reduzindo o edema tissular (Sumitomo e cols,, 1992ab; Figueiredo,
1997).

QOutro importante componente da solugio de Wisconsin/Belzer para a manutencgio da

viabilidade celular parece ser a glutationa. Este composto participa de muitas reagdes
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intracelulares, inciuindo-se aquelas envolvidas no metabolismo de perdxido de hidrogénio e
lipoperéxidos (Ametani e cols, 1990, Kerr-Conte, 1991; Vreugdenhil e cols,, 1992).
Diversos autores iém demonstrado que a isquemia produzida pelos procedimentos de
conservagio de orgdos a frio depleta a glutationa celular (Ametani e cols, 1990; Kerr-
Conte, 1991; Vreugdenhil e cols., 1992). Este fato torna a célula mais susceptivel 2 agido
dos radicais livres de oxigénio ¢, consequentemente, reduz sua viabilidade (Ametani e cols,
1990; Kerr-Conte, 1991; Vreugdenhil e cols., 1992).

Consideramos razoavel supor que a presenga dos compostos inibidores da produgfio
de radicais livres, ou seqiiestradores (scavengers) destes elementos nas células ndo neurais
do enxerto contribuiram para a sua sobrevivéncia durante o periodo de conservacio e,
consequentemente, para a regeneragéo do nervo.

Na composi¢do da solucdo de Wisconsin/Belzer encontramos também o hidroxi-etil-
amato. Este composto pode ter contribuido para a estabilizagio da membrana celular
durante o periodo de conservagdo a baixa temperatura. Tem sido demonstrado que as
membranas lipidicas passam de um estado liquido cristalino a um estado mais rigido de
estrutura, quando submetidas a temperaturas baixas. Nas células este fato poderia levar a
um aumento da permeabilidade da membrana e perda de componentes osmoticos ativos
(Figueiredo, 1997). Através de seu efeito coloidal, o hidroxi-etil-amato pode ter contribuido
para reduzir a agfo da hipotermia sobre as c€lulas do enxerto, protegendo-as.

Os componentes idnicos sdo comuns nas solu¢des de Wisconsin/Belzer e de Collins.
Dentre eles devemos destacar o magnésio, que tem sido considerado come um inibidor da
Na-K ATPase e protetor de membrana celular de 6rgéos conservados para transplante
(Figueiredo, 1997). Assim, ¢ plausivel afirmar que a presenga deste ion nas solugdes por
nos empregadas pode ter contribuido eficazmente na preservacio da viabilidade das células
de Schwann e demais elementos celulares ndo neurais dos segmentos de nervos que foram
transplantados.

As solucdes conservadoras tém sido classificadas como de primeira, segunda e
terceira geragdio. As de primeira ¢ segunda geracdo sdo também denominadas
intracelulares, por terem baixa concentracio de sddio e alta concentragiio de potassio, além
de possuirem magnésio elevado. As solugdes de terceira geragdo sfo mais sofisticadas,

mantendo o padriio intracelular ¢ tamponante, também com magnésio, sdo acrescidas de
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substingcias energéeticas, coloidosméticas e de sequestradores de radicais livres de oxigénio
(Belzer € cols., 1992; Figueiredo, 1997).

A soluco de Wisconsin/Belzer deve ser considerada de terceira geracgfo.
Corroborando as observagdes obtidas por diversos outros autores (Carone, 1998; Evans et
al, 1996 ¢ 1998), nossos resultados revelaram claramente sua maior eficacia na
conservagido de enxertos nervosos quando comparada a solucio de Collins.

Contudo, a base tedrica necessaria a formulagdio de solugdes conservadoras que
viabilizem a criagiio de bancos de nervos para transplante ainda exige estudos fisiologicos,

bioquimicos e moleculares minuciosos sobre a viabilidade celular ex-vivo.
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4.9, Legendas e Figuras



4.10. Figura 1 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos, paralelos ao longo do eixo
maior dos nervos normais (A), transplantados a fresco (F), somente conservados em
soluciio de Collins por 24h (B) e 72h (C), e em solugdo Wisconsin/Belzer por 24h (P) e
72h (E), além dos segmentos transplantados apos conservagdo prévia em solucdo de Collins
por 24h (G) e 72h (H) e Wisconsin/Belzer por 24h (I) e 72h (J). Observe que houve
reducdo da basofilia tecidual em todos os segmentos conservados quando comparados ao
nervo normal. Nos nervos conservados em solucdio de Collins tal redugfio foi mais
acentuada no grupo C3. Note que os nervos conservados em solugfio de Wisconsin/Belzer
apresentaram aspectos semelhantes entre si. Contudo a coloragéo foi similar a observada no
grupo C1. Veja que apos 50 dias de transplante a basofilia tecidual foi semelhante entre os
diferentes grupos quando comparados com o grupo NF. Pode ser observado ainda que os
enxertos transplantados apresentaram grande nimero de células e aumento de vasos
sanguineos no interior do nervo. Coloragfio: Azul de toluidina em solugdo de pH 4,0. Barra

= 50um. (*) = Vasos sanguineos.
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4.12. Figura 2 - Fotomicrografias de cortes histologicos, paralelos ao longo do eixo
maior dos nervos normais (A), transplantados a fresco (F), somente conservados em
solugdo de Collins por 24h (B) e 72h (C), e em solugdo Wisconsin/Belzer por 24h (D) ¢
72h (E), além dos segmentos transplantados apds conservagéo prévia em solugéo de Collins
por 24h (G) e 72h (H) e Wisconsin/Belzer por 24h (I) e 72h (J). Note que em todos os
grupos ndo foram observadas alteragbes quanto a distribui¢do e organizagio das fibras
colagenas nos nervos conservados nas diferentes solugdes e tempos. Observe ainda a
intensa deposicdo de fibras colagenas, semelhantes ao que se observa nas fibroses, em
todos os grupos tratados. Este fendmeno n3o foi observado no grupo NF. Veja que este fato
foi mais freqiiente nos grupos C1-T e C3-T, apesar de serem detectados nos enxertos dos
grupos W1-T e W3-T. Coloragio: Picrossirius-hematoxilina. Barra = 50um. Seta = fibras

colagenas. (*) = Vasos sanguineos.






4.14. Figura 3 — Micrografias eletronicas de cortes transversais ao €ixo maior dos nervos
normais (A), e conservados em solugdo de Collins por 24h (B) e 72h (C), e em solugdo
Wisconsin/Belzer por 24h (D) e 72h (E). Veja que os enxertos estocados em ambas as
solugdes apresentaram alteragdes ultra-estruturais similares, que se acentuaram apos 72
duas horas de conservagdio. Note que todos os enxertos apresentaram alteragdes na
organizagio das fibras colagenas no espago endoneural quando comparados aos nervos
normais. Estas se encontravam mais frouxamente organizadas por entre as fibras nervosas,
sendo que no grupo C3 esta alteracdo foi significativamente mais acentuada que nos grupos
W1 e W3. Observe ainda que ndo foram detectadas evidéncias de desintegracdo das fibras
coldgenas em qualquer dos espécimes conservados. Bamra = lpm. (*) = fibrilas de

colageno. Seta = Axénios amielinicos.
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4.16. Figura 4 — Micrografias eletrOnicas de cortes transversais ao eixo maior dos nervos
conservados em solucdo de Collins por 24h (A e C) e 72h (B ¢ D), e em solugio
Wisconsin/Belzer por 24h (E) e 72h (F). Observe que a estrutura da bainha de mielina
também sofreu importantes alteragdes nos enxertos submetidos aos dois tipos de meios de
estocagem. Tais alteragOes foram caracterizadas pelo afastamento das lamelas lipidicas,
muito evidentes nas fibras nervosas de maior didmetro (seta). Note que nos grupos C1 e C3
essas modificagdes estavam mais acentuadas e freqiientes que nos grupos W1 e W3. Veja
que as alteragdes da bainha de mielina foram acompanhadas por modificagdes na estrutura
dos axo6nios. Estes se encontravam retraidos e exibiam fragmentag3o de seu citoesqueleto,
evidenciada pela aglutinagio dos neurofilamentos (*), que pareciam formar feixes isolados.
Veja que os axOnios amielinicos ndo apresentaram modificagbes de sua estrutura em
qualquer dos grupos estudados (seta fina). Observe ainda que em ambos os tipos de
tratamento e tempos de conservacdo a lamina basal (cabe¢a de seta) ao redor das fibras
mielinicas e amielinicas ndo se mostrava alterada na sua estrutura e as células de Schwann
mantiveram a integridade de sua estrutura apds 24 horas de conservagdo em ambos meios
empregados. Por outro lado, note que apés 72 horas de conservagdo foram detectadas
células exibindo alteragdes ultra-estruturais, tais como vacuolizagdo do citoplasma e

edemaciamento (+). Barra= lum.

37







4.18. Figura 5 — Micrografias eletronicas de cortes transversais ao €ixo maior dos nervos
transplantados a fresco (A) e transplantados apos conservacdo em solugdo de Collins por
24h (D) e 72h (E), ¢ em solucdo Wisconsin/Belzer por 24h (B) e 72h (C). Observe que,
apoés 50 dias do transplante, os grupos WI1-T e W3-T apresentaram um numero
aparentemente mais elevado de fibras mielinicas € um padrdo de organizacgio tecidual
semelhante ao grupo NF. Veja que também pode ser observada a presenga de numerosos
minifasciculos (seta) nos grupos C1-T ¢ C3-T. Note ainda que a0 mesmo tempo pode ser
observado o aumento da quantidade de fibrilas colagenas (*) no endoneuro destes grupos.

Barra = luym.
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4.20. Figura 6 — Micrografias eletronicas de cortes transversais ao €ixo maior dos nervos
normais (A), conservados em solugdo de Collins por 72h (B),transplantados a fresco (C), ¢
transplantados apos conservagio em solugdo Collins por 72h (D). Note que a organizagio
ultra-estrutural do perineuro dos enxertos transplantados ndo apresentou altera¢do quanto

comparada aos grupos NN e NF. Barra = 1um. (*) = fibrilas colagenas.
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5. Conclusdes gerais

Os resultados deste trabalho permite concluir que:

1. A estocagem dos seguimentos de nervos na solugdo conservadora de Wisconsin/Belzer
ou na solucio conservadora de Collins por 24 ou 72 horas preserva sua organizacio

estrutural macro e microscopicamente apos esses periodos.

2. Os enxertos estocados nas solugdes Wisconsin/Belzer ou Collins apresentaram
alteracdes ultra-estruturais similares, mais acentuadas nos seguimentos de nervos apos 72

horas.

3. Nos grupos de nervos conservados por 24 ou 72 horas em ambas as solucdes, bem
como nos grupos de enxertos transplantados as membranas epineurais € perineurais néo
apresentaram alteragdes organizacionais quando comparadas aos seguimentos dos nervos

normal ¢ nervo fresco respectivamente.

4. De acordo com as observacbes estruturais os enxertos mantidos na solugdo de

Wisconsin/Belzer apresentaram um padrio regenerativo mais eficiente.
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