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RESUMO

As lesdes nervosas periféricas sempre ocasionam comprometimento da
sensibilidade ou da motricidade, de partes ou segmentos do organismo.
Algumas lesdes leves podem evoluir para a cura completa em poucas
semanas, se a integridade morfolégica do axdnio estiver preservada.
Entretanto, as lesdes com perda tecidual, se n&o foram tratadas
adequadamente, podem evoluir com prejuizos na fungao muscular ou na
sensibilidade cutédnea. Assim sendo, este trabalho teve por objetivo estudar
a possivel regeneracdo axonal do nervo ciatico de rato albino (Rattus
norvegicus albinus) lesado experimentalmente, através do uso de enxerto
venoso ao avesso € de enxerto venoso preenchido com plasma rico em
plaquetas, sob o ponto de vista histomorfoldgico. Os animais foram divididos
em quatro grupos experimentais (G2, G3, G4 e G5) contendo 15 animais
em cada grupo e um grupo com dez animais serviu como controle (G1). Em
todos os grupos o nervo ciatico direito foi utilizado para estudo experimental.
Os Grupos G 2, G 3, G 4 e G 5 receberam enxerto venoso da veia jugular
externa, do lado esquerdo, do mesmo animal. Em todas as técnicas
utilizadas, os valores médios de morfometria foram maiores no enxerto do
que no coto distal. As técnicas com veias preenchidas apresentaram
melhores meédias aritméticas quando comparadas com as veias nao
preenchidas.

Palavras-chave: Enxerto autdlogo; Nervo ciatico; Enxerto de veia
jugular externa; Plasma rico em plaquetas; Ratos.
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ABSTRACT

Peripheral nerve lesions ever produce sensorial or motor consequences. Some
lesions could have good evolution if the neural morphology integrity is
preserved. Nevertheless, peripheral nerve gaps could have dramatic evolution.
In the present study we tested neural regeneration of the sciatic nerve in albino
laboratory rats submitted to experimental neural lesion and treatment with
entubulization using venous jugular autologus grafts. Four experimental groups
were used, with the vein graft replacing a sciatic gap. In two of them the veins
were inverted. In a normal and inverted vein group, the veins were filled with
blood plasma enriched by a pool of platelets. A “sham” group was used as
control. The nerve fibers counting showed higher average in the graft stump
compared to the vein graft. Both blood plasma enriched with platelets filled
groups presented better results than non filled groups.

Key words: Autologous graft; Sciatic nerve; External jugular vein graft; Blood
plasma enriched with platelets; Rats.

José Sidney Roque




11

FPopillary nerve of fiog

e

{7y ‘""

5 semanas
Apds secdo

' “ﬁ Fg. 2

W
Magriried 400 diam™

¢

Disorganized
INUSClar nerve

N ;
Phil Trans MDCCCL Flale XXX p.422. Magriried 4,00 diam™

INTRODUCAO

José Sidney Roque




12

INTRODUCAO
Consideracdes Gerais

As lesbes nervosas periféricas sempre ocasionam
comprometimento da sensibilidade e ou da motricidade. Algumas lesdes
leves podem evoluir para a cura completa em poucas semanas, se a
integridade morfolégica do axénio estiver preservada. Entretanto, as lesbes
com perda tecidual, se ndo tratadas adequadamente, podem evoluir com
prejuizos na forma e ou na fungao do 6rgao alvo.

As morbidades causam déficits importantes, ndo sé da
qualidade de vida dos pacientes, bem como do sistema estatal em casos de
aposentadorias precoces devido a incapacidade funcional (Sunderland, 1978;
Pachioni et al., 2006).

Existem varias técnicas que tentam minimizar estas
consequéncias, objetivando devolver a normalidade as estruturas
comprometidas (Seddon, 1943; Fields et al.,, 1989; Sunderland, 1978;
Zochodne 2.000; Schmidt & Leach, 2003).

A lesao nervosa periférica mais frequente ocorre por trauma
contuso, por misseis penetrantes ou outros objetos (Colohan, 1996). Os
traumas e ressecg¢des tumorais levam, com frequéncia, a grandes perdas de
tecido nervoso, impossibilitando a anastomose primaria (Terzis et al., 1975).
Os nervos periféricos podem ser acometidos a lesdao por esmagamento,
seccdo, em uma variedade de circunstancias, incluindo acidentes
automobilisticos, de trabalho, fraturas, luxacdes, ressecgdes tumorais e
iatrogénicas. Deficiéncias funcionais apds lesao por esmagamento nao estao
relacionadas apenas com o impacto do esmagamento, mas incluem
componentes importantes tais como isquemia, edema e permeabilidade
vascular (Lundborg et al., 1983; Pachioni et al., 2006).

Diversos estudos experimentais tém demonstrado que o

efeito combinado de lesdo mecanica e isquemia € mais grave do que o efeito

José Sidney Roque
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mecanico ou isquémico isoladamente (Schmelzer & Zochodne, 1989;
Lundborg & Dahlin, 1996).

Para estes casos, o enxerto de nervo € considerado
tratamento de escolha. Ele une as extremidades dos cotos proximais e
distais, reduzindo a tensdo na linha de sutura, pode guiar o crescimento
axonal (Terzis et al.,, 1975), e servir de ponte para a passagem de fatores
neurotroficos (Lundborg et al., 1982, Mackinon & Dellon, 1990; Hentz et al.,
1991; Costa et al., 2006).

Muitas técnicas de tratamento para as lesdes nervosas sao
propostas, como mostra a literatura pertinente.

Pesquisas buscam solugbes que permitam melhor
recuperacao funcional do nervo lesado. Assim, estudos sio realizados nas
mais variadas areas do conhecimento cientifico como, a biologia molecular,
auxologia, morfologia, enxertos, microcirurgia, laser de CO,, indutores de
crescimento e imunosupressores (Williams et al., 1983; Becher et al., 1984;
Faldini et al., 1984; Hall, 1986; Neblett et al., 1986; Fields et al., 1989;
Mackinnon & Dellon, 1990; Abernethy et al., 1994; Madison & Archibald,
1994; Canpolat et al., 1999; Lundborg, 2000; Oliveira et al., 2000; Chen et al.,
2001; Karacaoglu et al., 2001; Suri et al., 2002; Rummler & Gupta, 2004;
Costa et al., 2006; Lee et al.,, 2007; Wang et al., 2007). E recentemente o
uso de células tronco adultas da medula 6ssea associado ao plasma rico em
plaguetas (PRP), com finalidade de induzir o crescimento axonal (Braga-Silva
et al., 2006). Tais estudos buscam recursos e técnicas para minimizar as
morbidades.

Jaberi et al. (2003) afirmaram que sutura microcirurgica,
término-terminal, ou término-lateral, com enxertos, deve ser indicada quando
a distancia (gap) entre os cotos nervosos for extensa. Relataram também
que em enxertos de grande calibre, pode ocorrer atraso na vascularizagao,
aparecimento de fibrose e até necrose em sua parte central (Jaberi et al.,
2003) . Em decorréncia desta constatagcdo ha atraso na revascularizagéo e no
aparecimento de fibrose “in loco” (Jaberi et al., 2003). Outra possibilidade de
reparo nervoso é a sutura término-lateral, embora mostre que alguns brotos
axonais nao atingem o 6rgéo alvo, ela é importante para a neurotizagédo do
musculo (Tarasidis et al., 1997; Viterbo et al., 1992; Zhao et al., 1997; Zhang

José Sidney Roque
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et al.,, 1998; Yuksel et al., 1999; Lutz et al., 2000; Yamauchi et al., 2001;
Jaberi et al.,, 2003). Os estudos demonstraram que a intervengao cirurgica
para reparar danos nos nervos € bem sucedida, quando for realizada logo
apos a lesao ter ocorrido (Hupp, 2000). A compreensao sobre os varios tipos
de lesdo dos nervos é importante para permitir que se decida quando indicar

a cirurgia de um nervo periférico lesado (Hupp, 2000).

INDICACOES DE CIRURGIA

Em injurias fechadas, quando apdés trés meses de
acompanhamento os estudos eletrofisioldgicos ndo se demonstrarem retorno
funcional a cirurgia € recomendada. Em injurias abertas, com laceracéo, a
cirurgia exploratoria € indicada, sempre que ocorrer perda sensitiva ou
motora. Em lesdes por esmagamento, o tratamento cirurgico esta indicado
apdés algumas semanas. Entretanto, apos trés meses sem evidéncias de
reinervagao bioelétrica ou clinica, a cirurgia € indicada com a realizagao de
reparos ou enxertos (Novak et al., 2004). Quando um nervo é submetido a
uma pressao externa, a lesdo pode ser provocada tanto pela pressao como
pela isquemia. Uma isquemia acontece quando a pressao do esmagamento

exceder a pressao de perfuséo capilar (Schmelzer et al., 1989).

TIPOS DE LESOES NERVOSAS PERIFERICAS
Lesbes nervosas periféricas experimentais, no nervo ciatico,
podem ser provocadas através de diversos procedimentos, tais como:
esmagamento pela compressao, transeccéo, estiramento e congelamento.
Diversos fatores como a magnitude, a duragdo e o mecanismo do trauma
compressivo sdo importantes para a determinagdo do grau da lesdo (Diao et
al., 2004).

José Sidney Roque
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Seddon (1943) classificou as injurias nervosas em trés tipos,
neuropraxia, axonotmese e neurotmese.

A neuropraxia é a forma leve e transitéria de lesdo do nervo
periférico. E uma lesdo temporaria do nervo em que se mantém integra a
continuidade da bainha endoneural e dos axénios. Nesta lesdo nao ocorre
degeneracao Walleriana. A neuropraxia pode ser provocada por trauma ou
isquemia local do nervo. Como n&o houve perda na continuidade axonal,
ocorre recuperacdo espontanea total da fungdo nervosa, normalmente
poucos dias ou semanas apos a lesio.

A axonotmese ocorre quando a continuidade do axénio é
interrompida, mas a bainha endoneural continua intacta. Esse tipo de les&o
pode ser provocada por um forte trauma fechado, esmagamento do nervo ou
da tracdo extrema do nervo. A axonotmese provoca degeneragdo Walleriana
no nivel da lesdo e no coto distal e em um ou dois nodos de Ranvier no coto
proximal (Novak, et al.,, 2004). Como a bainha epineural continua intacta, a
regeneragao axonal pode ocorrer ao redor de um mm ao dia ou de uma
polegada ao més (Novak, et al., 2004), com recuperagéo da fungdo do nervo
entre dois a seis meses.

A neurotmese é a forma mais grave de lesdo do nervo.
Envolve completa perda de continuidade do nervo. Pode ser provocada por
fraturas com deslocamento desfavoravel, rompimento do nervo por projéteis
de arma de fogo ou ferimentos por arma branca. O prognéstico para
recuperagcao espontadnea para este tipo de lesdo é pobre, exceto se as
extremidades do nervo ficarem bem proximas e com orientacdo apropriada
(Hupp, 2000).

Posteriormente  Sunderland  (1951) acrescentou a
classificagdo de Seddon (1943), mais dois tipos de lesdes. Assim ter-se-ia
cinco tipos de les&o nervosa descritas a seguir.

A lesao tipo Sunderland | corresponderia a neuropraxia de
Seddon; a Sunderland Il corresponderia axonotmese de Seddon; a
Sunderland Il corresponderia neurotmese de Seddon; a Sunderland IV seria
neurotmese com perda de continuidade do perineuro; e a lesao tipo

Sunderland V seria neurotmese com perda de continuidade do epineuro.

José Sidney Roque
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Mackinnon & Novak em 1999 descreveram a lesao do tipo VI
representada por injuria nervosa mista combinando varios graus de lesdes de
Sunderland. Este tipo poderia apresentar alguns fasciculos integros, com
atividade normal, e outros fasciculos que necessitariam intervengao cirurgica
(Mackinnon, 1989).

Rummler & Gupta (2004) classificaram as injurias nervosas
em lesbes agudas e cronicas. Nas lesbes nervosas cronicas, tais como as
sindromes dos tuneis, carpal e cubital, e estenose da raiz nervosa espinhal,
ocorrem dor, atrofia, e alteracbes sensitivas e motoras. Na fase precoce da
lesdo periférica crénica ndao aparece patologia axonal, diferentemente do que
ocorre na lesdo nervosa aguda (Gupta & Steward, 2003). Nestas lesdes
crénicas encontram-se apoptose e proliferacdo das células de Schwann, com
um grau minimo de patologia axonal (Gupta & Steward, 2003). O numero de
células de Schwann aumenta nas primeiras quatro semanas apos a lesao
crbénica. Depois deste periodo 0 seu numero diminui, poréem se mantém mais

alto do que no nervo sadio (Gupta et al., 2003).

ANATOMIA DO NERVO PERIFERICO

Cada nervo periférico € composto por tecido nervoso e tecido
conjuntivo, ou seja, (envoltérios e células de Schwann), sendo revestido
também por uma membrana conjuntiva externa, o epineuro. Esse € uma
bainha flexivel, de tecido conjuntivo denso ndo modelado, com fibras
colagenas longitudinalmente orientadas e dotada de um plexo longitudinal de
vasos sanguineos (Leeson & Leeson, 1970; Bergman et al., 1996; Gartner &
Hiatt, 2003).

Nos nervos mielinizados cada fibra nervosa € envolvida pelo
endoneuro. Grupos de fibras nervosas sdo envolvidos por outra membrana
conjuntiva, o perineuro, formando os fasciculos (Tupper et al., 1988; Novak,
et al., 2004). O perineuro funciona como uma barreira semipermeavel que
pode apresentar uma ou mais camadas celulares que varia de acordo com a

espessura do nervo (Ross & Romrel, 1993). O perineuro é constituido de
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tecido conjuntivo denso e sua superficie interna é revestida por camadas de
células epitelidides. Essa camada apresenta as células epitelidides ligadas
por zénulas de ocluséo e ligadas por uma lamina basal que isola o ambiente
neural (Gartner & Hiatt, 2003). Entre as camadas de células epitelidides
existem fibras colagenas esparsas orientadas longitudinalmente e
entrelagadas com algumas poucas fibras elasticas (Leeson & Leeson, 1970;
Gartner & Hiatt, 2003).

O nervo periférico possui um sistema microvascular bem
desenvolvido no epineuro, perineuro e endoneuro. Seus vasos encontram-se
distribuidos em varias camadas do nervo e sao interligados através de
inumeras anastomoses (Bell & Weddell, 1984). O sistema microvascular
possui uma grande capacidade de reserva para compensar a mobilizagdo ou
lesdo de vasos deste microambiente (Rempel et al., 1999; Reina et al.,
2000).

O suprimento sanguineo do epineuro € relativamente rico e
bem distribuido em todos os nervos (Tupper et al., 1988; Midha, 2004).

No epineuro a distribuicdo dos vasos sanguineos € de forma
longitudinal com muitas anastomoses de vasos provindos de grandes artérias
e veias perfurantes da musculatura adjacente e vasos do periosteo. Esses
vasos, quando chegam ao epineuro, formam uma extensa rede de
anastomoses entre arteriolas, entre vénulas, e entre arteriolas e vénulas, e se
ramificam até atingirem o endoneuro (Leeson & Leeson, 1970; Bergman et
al., 1996). Existem também numerosas anastomoses entre as arteriolas das
bainhas, do epineuro e do perineuro, e entre os capilares do endoneuro
(Bergman et al.,, 1996). Com os estudos sob microscopia eletronica,
observou-se que as jungdes das células endoteliais do epineuro aprestam
aberturas variaveis que permitem passagem de macromoléculas proteicas.
Diferentemente as células endoteliais do endoneuro apresentam essas
jungdes compactas, que impedem passagem de macromoléculas de
proteinas para dentro do espag¢o endoneural, constituindo assim barreira
sanguinea nervosa (Bergman et al., 1996). A importancia da vascularizagao
dos nervos periféricos se deve ao fato dos axdnios serem vulneraveis a
isquemia pela grande distancia que existe entre o corpo neuronal e a

extensdo do axdnio (Reina et al., 2000).
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O endoneuro € uma membrana conjuntiva, formada por fibras
colagenas e reticulares, fibroblastos achatados, substincia fundamental,
células de Schwann, mastécitos e rede capilar endoneural (Leeson & Leeson,
1970; Bixby, et al. 1988; Bergman et al., 1996). Os axbénios amielinicos estdo
associados em intima relagao as células de Schwann. Revestindo os axbénios
mielinicos em sequéncia apresentam-se, a bainha de mielina, o citoplasma da
célula de Schwann, a ladmina basal da célula de Schwann e as fibras
colagenas do endoneuro. Esses dois ultimos componentes formam a parede
neural, limitando externamente a fibra nervosa em conjuntos denominados de
bandas de “Bugner”’ (Sunderland, 1978; Lundborg, 1987; Da-Silva, 1995).

Os trés compartimentos morfofuncionais do neurénio sdo o
dendritico, o axénico e o somatico. O dendritico € muito ramificado e possui
extensa superficie de membrana objetivando realizar suas conexdes
sinapticas e recepg¢ao de mensagens. O compartimento axénico é alongado e
tem grande numero de botdes sinapticos, permitindo a veiculacdo de
impulsos nervosos. O compartimento somatico localiza-se entre os dois
primeiros e apresenta caracteristicas receptoras como os dendritos, e
emissoras, como o0 axénio (Schuartz & De Camilli, 2000; Lent et al., 2005).
Esse compartimento somatico, também denominado corpo celular, contém
um nucleo vesiculoso com um ou mais nucléolos evidentes. O citoplasma do
corpo celular recebe o0 nome de pericario, termo que, as vezes, € usado como
sinbnimo de corpo celular (Machado, 2005). No pericario salienta-se a riqueza
de ribossomos, reticulo endoplasmatico granular e aparelho de Golgi. Os
ribossomos livres podem concentrar-se em pequenas areas citoplasmaticas
assim denominados de corpusculo de Nissl, ou substancia cromidial. Como
também, os ribossomos podem aparecer aderidos as cisternas do reticulo
endoplasmatico (Machado, 2005). No compartimento do corpo celular existe
também, abundancia de pequenas mitocdndrias, distribuidas por todo
pericario, especialmente ao redor do corpusculo de Nissl (Junqueira &
Carneiro, 2004; Machado, 2005). Nos neurbnios motores a quantidade de
REG é maior que em outros neurbénios (Junqueira & Carneiro, 2004). Os
microtubulos e os neurofilamentos aparecem nos trés compartimentos do

neurénio (Junqueira & Carneiro, 2004).
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Em todas as células, assim como nos neurdnios, a sintese
protéica é codificada no DNA nuclear, porém, somente uma parte do genoma
€ ativada a cada momento sob o comando de fatores de transcricdo
sintetizados no citosol. O neurdnio expressa uma parte maior do genoma do
que as outras células. Isto €, ao redor de 200 mil sequéncias de RNAm, cerca
de 10 a 20 vezes mais que em células renais e hepaticas (Schuartz & De
Camilli, 2000; Lent et al., 2005). A intensa atividade de sintese protéica dos
neurdnios tem correlagcdo com a sua microanatomia tais como ter o nucleo
claro, grande e rico em eucromatina. Apresenta ainda numerosos polissomos
agrupados em rosetas (granulos de Nissl), e abundancia de reticulo
endoplasmatico rugoso, que indicam produgao intensa de proteinas (Schuartz
& De Camilli, 2000; Lent et al., 2005). A quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso varia com o tipo e o estado funcional dos neurdnios.
Eles sdo mais abundantes nos neurbnios maiores, e particularmente nos
neurénios motores (Junqueira & Carneiro, 2004).

Quando ocorre lesdo no compartimento somatico neuronal, o
resultado € necrose e morte celular (Kornac & Rakic, 2001) embora haja
evidéncias indicando ocorréncia de neurogénese reativa, até mesmo ao nivel
do cérebro adulto (Gross, 2000; Shors et al., 2001).

A grande maioria dos neurdnios possui um unico axénio. O
axénio € um prolongamento longo e delgado que se origina do corpo celular,
ou de um dendrito principal, em uma regido denominada de cone de
implantacdo (Machado, 2005). A regiao do cone de implantacao é desprovida
de corpusculos de Nissl (Junqueira & Carneiro, 2004; Machado, 2005).

Estruturalmente o axénio, na espécie humana, apresenta
comprimento muito variavel, podendo ter desde alguns milimetros, a mais de
1 metro (Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004). Ele é cilindrico e
apresenta além da membrana plasmatica, ou axolema, o citoplasma axénico,
ou axoplasma (Gartner & Hiatt, 2003). Contido no interior do axoplasma
encontram-se poucas organelas como reticulo endoplasmatico agranular,
mitocondrias, vesiculas, microtubulos de 25 nm de espessura,
neurofilamentos de10 nm de espessura e microfilamentos de actina de 4 a 6
nm de espessura (Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004;
Machado, 2005).
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Os axénios ndo possuem ribossomos, por isso sdo incapazes
de sintetizarem proteinas. Portanto toda proteina necessaria para sua
manutencédo e reparagdo é transportada através do fluxo axoplasmatico do
pericario (Machado, 2005). Por outro lado, as terminagdes axbénicas também
possuem organelas como mitocéndrias, reticulo endoplasmatico agranular e
microtubulos, recebendo o nome de telodendro. Da regido do telodendro
existe um fluxo axoplasmatico continuo de substancias soluveis e organelas,
até a regido do pericario. Também ocorre um fluxo no sentido inverso, do
pericario ao telodendro (Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004;
Machado, 2005).

Apos ocorrer seccdo, o coto nervoso distal perde-se a
comunicacdo com o centro trofico da célula ficando impossibilitada a
manutengcdo de sua estrutura e integridade funcional. Este processo tem
inicio logo apds a lesdo, ocorrendo desintegragao do citoesqueleto axonal,
envolvendo microtubulos e neurofilamentos mediante a acdo de proteases
(Sunderland, 1978; Da-Silva, 1995). A bainha de mielina, no local da lesao, se
fragmenta e é fagocitada, principalmente por agdo dos macrofagos e pelas
células de Schwann (Fernadez-Valle et al., 1995). Para realizar a reparagao
do axénio, ha o enderegcamento de organelas e macromoléculas para a area
lesada, o qual é um processo especializado denominado de fluxo
axoplasmatico (Burack et al., 2000; Rubio, 2000). O fluxo axoplasmatico
apresenta dois sentidos, o anterégrado, acessando do soma para 0s
terminais pré-sinapticos, ou retrégrado, que ocorre no sentido inverso. O fluxo
axoplasmatico apresenta também velocidades distintas sendo o fluxo lento
menor de que 100 mm/dia. O fluxo rapido € de 100 a 400 mm/dia, porém em
ambos os tipos de fluxos, os mesmos motores moleculares estdo envolvidos
(Shea & Flanagan, 2001; Shah & Cleveland, 2002). Como afirma Machado
(2005), o fluxo axoplasmatico rapido representa o transporte de organelas
delimitadas por membranas como mitocdndrias, vesiculas e elementos do
reticulo endoplasmatico granular. J&4 o fluxo axoplasmatico lento transporta
proteinas do citoesqueleto e proteinas do pericario para o telodendro
(Bergman et al., 1996). As proteinas e organelas produzidas no corpo celular

sdo movimentadas ao longo do eixo do axénio através de um sistema de
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transporte mediadas por cinesinas e pelos trilhos formados pelos
componentes do citoesqueleto axonal (Peters et al., 1991).

A transmissdo do impulso nervoso, bem como o transporte
axonal, requer um suprimento de energia continuo proporcionado pelos
microvasos intraneurais (Lundborg & Dahlin, 1996; Rempel et al., 1999).

Materiais exdgenos a célula, como os endocitados em regides
distais do axénio compreendem, fatores neurotréficos ou particulas virais,
seguem para o corpo celular por transporte retrégrado (Lent et al., 2005).
Este tipo de transporte retrogrado € muito importante para a reciclagem de
proteinas intra-axonais, neurotransmissores e materiais exégenos (Bergman
et al., 1996; Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004; Lent et al.,
2005; Machado, 2005). O fluxo axonal rapido ocorre nos dois sentidos,
anterégrado e retrégrado, porém o fluxo axonal lento sé ocorre no sentido
anterogrado (Bergman et al., 1996).

As fibras nervosas representam de 25% a 75% da area total
de um corte transversal, do nervo, conforme o nervo estudado e sua
localizagdo (Gibbels, 1989; Bergman et al.,1996). Nos nervos que
apresentam pequenos fasciculos a propor¢gdo de estroma conjuntivo é
grande. Esse estroma confere resisténcia e elasticidade aos fasciculos
nervosos (Ross & Romrel, 1993; Bergman et al., 1996).  Eles podem ser
mielinizados ou amielinizados. O didmetro das fibras do nervo mielinizado
varia de 2 ym a 25 ym, enquanto as fibras do nervo amielinico variam de 0,2
pm a 3,0 um de didametro (Gibbels, 1989; Bergman et al., 1996).

As fibras nervosas podem ser classificadas conforme seu
didmetro em trés tipos A, B e C (Bergman et al., 1996). As fibras nervosas do
tipo A sao subdivididas em Aa com diametro de 12-22 um; AB, 5-12 um; Ay,
2-8 ym e Ad, 1-5 uym e todas apresentam bainha de mielina. As fibras
nervosas do tipo B possuem didametro menor que 3 pm e, também
apresentam bainha de mielina. Nas fibras nervosas do tipo C o didmetro varia
de 0,1-3 um, mas nao apresentam bainha de mielina (Bergman et al.,1996).
As fibras nervosas dos tipos Aa e AB apresentam velocidade de conducao de
70-120 m/seg, as dos tipos Ay de 15-30 m/seg, as do tipo Ad de 5-30 m/seg.
Entretanto algumas fibras nervosas do tipo AR pode apresentar velocidade de

30-70 m/seg. As fibras do tipo B possuem velocidade de 3-15 m/seg,
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enquanto as fibras do tipo C apresentam velocidade ao redor de 0,6-2 m/seg
(Bergman et al.,1996; Gartner & Hiatt, 2003).

Grupos de fibras nervosas formam “bandas”, que sé&o
denominados de fasciculos. O perineuro reveste cada fasciculo, o qual é
composto por muitas fibras nervosas. O perineuro é delgado, sendo a menor
membrana envoltéria capaz de permitir sutura. O didmetro dos fasciculos
varia de 0,04 mm a 3 mm (Sunderland, 1951). Os fasciculos podem estar
distribuidos individualmente ou em grupos, o que € caracteristico, dos nervos
longos (Midha, 2004).

Os nervos periféricos sao classificados em monofasciculares,
oligofasciculares ou polifasciculares (Urbaniak, 1982; Millesi, 1991). Os
nervos monofasciculares sdo encontrados nos ramos dos nervos digitais e
sdo compostos de um grande fasciculo, contendo muitas fibras nervosas.
Estes nervos normalmente possuem fungdes exclusivas, sensitiva ou motora.
Os oligofasciculares, tendo como exemplo, o nervo ulnar acima do cotovelo,
apresentam poucos fasciculos e cada um pode ser puro, misto, ou com
ambas as fungdes, sensitiva e motora. J& os nervos polifasciculares sao
compostos por muitos fasciculos pequenos. A porgao superior do nervo radial
do braco é um exemplo deste tipo de nervo, contendo fibras que realizam
ambas as fungdes neuronais: sensitiva e motora. Entretanto, a anatomia pode
mudar em um mesmo nervo. Assim o nervo ulnar é classificado como
polifascicular na regido da axila e monofascicular ao nivel mao (Wilgis, 1991;
Midha, 2004).

LESAO NERVOSA PERIFERICA

Nos traumatismos nervosos periféricos a lesdo mais comum é
por trauma contundente por objetos penetrantes, como projéteis de arma de
fogo, vidro e laminas de metal (Colohan et al., 1996). Nos membros
superiores as injurias por arma de fogo resultam em 50% de transeccgao
completa do nervo (Ristic et al., 2000). Nestes tipos de lesdo, quando o
ferimento apresentar-se limpo, € indicado o reparo primario do nervo

periférico imediatamente apds o trauma (Colohan et al.,1996).
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Quando a lesdo nervosa estd associada a traumas como
fraturas e fraturas-luxagdes, que atingem partes do corpo que apresentam
grande mobilidade como os membros, os danos no tecido nervoso sao mais
intensos (Ferreira et al., 1974; Visser et al., 1999; Cornwall & Radomisli et al.,
2000; Garg et al., 2000). A formagdao de hematoma na regido do trauma
aumenta em até 4,4 vezes a probabilidade de dano ao tecido nervoso (Visser
et al., 1999). As lesdes por luxagdo, que podem ocorrer no joelho, no quadril
e no ombro, resultam em trauma do nervo por estiramento (Colohan et
al.,1996; Visser et al., 1999; Garg et al., 2000).

Grant et al. (1999) descreveram que nervo suporta
estiramento de cerca de 10% a 20% do seu comprimento, até ocorrer dano
estrutural. A etiologia das lesdes nervosas periféricas, em fraturas fechadas
no antebrago, pode ser de origem iatrogénica, ou por trauma, em cerca de
1% a 10% dos casos (Ristic et al., 2000).

A secgao completa de um nervo divide o axénio em dois
segmentos, um segmento proximal que se mantém em contato com o corpo
celular, e outro segmento distal, que é separado do restante da célula. Com a
lesdo, forma-se um espaco intersegmentar, que pode apresentar dimensdes
variaveis (Da-Silva, 1995). O extravasamento do plasma sangliineo precede
a formacdo de uma matriz disposta entre os dois segmentos, a qual é
composta de fibrina e fibronectina. A matriz ira atuar como um substrato
adequado para a migragao celular de novos prolongamentos neuronais
(Fields, et al.,1989; Mathews & Ffrenchconstant, 1995). Muitos macrofagos
invadem a regido lesionada (Perry et al., 1987), provenientes dos cotos
proximal e distal. Ocorre ainda proliferacao de fibroblastos, células endoteliais
e células de Schwann, que migram para o espago intersegmentar sobre a
matriz de fibrina (Williams et al., 1983).

Na regido de recuperagdo neuronal as células de Schwann
tornam-se fusiformes e, através da unido de suas unidades, que passam a
formar corddes lineares, sdo denominados bandas de Bugner (Cajal, 1991;
Da-Silva, 1995). Ao mesmo tempo os fibroblastos iniciam a producédo de
colageno ao redor das células de Schwann, constituindo uma ponte
intersegmentar tendo capilares, fibras coldgenas e macrofagos (Lundborg,
1987).
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FATORES NEUROTROFICOS

Os fatores de crescimento foram descritos pela primeira vez
em experimentos, quando células de mamiferos foram cultivadas em
coagulos sanguineos (Alberts et al., 1997).

Depois de muitos anos, o cultivo de células in vitro s6 foi
possivel quando os pesquisadores adicionaram ao meio de cultura o soro
sanguineo. Esse soro, que permanece fluido apdés a coagulagao do sangue,
fornece proteinas altamente especificas, denominadas fatores de crescimento
(Alberts et al., 1997).

A proliferacdo das células depende de uma combinagao
especifica de diferentes fatores de crescimento. Portanto, um numero
pequeno de familias de fatores de crescimento pode ser suficiente para
modular a proliferagao celular (Alberts et al., 1997).

Alguns fatores de crescimento apresentam especificidade
restrita, enquanto outros possuem ampla especificidade como os fatores de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Esse fator (PDGF) pode atuar
em fibroblastos, células musculares lisas e células neurogliais (Alberts et al.,
1997).

Inicialmente os fatores de crescimento foram considerados
agentes que atuavam sistemicamente, porém evidéncias recentes mostraram
que eles agem como reguladores ou mediadores locais (Canalis et al., 1988).

Compreendem um grupo heterogéneo de polipeptideos que
atuam em receptores especificos, modulando o desenvolvimento e a
manutengdo dos neurdnios (Walsh, 1995; Yuen & Mobley, 1995).
Inicialmente, os fatores de crescimento foram nomeados por atuarem em

células alvo, ou por se originarem de certas células. Devido a esta
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classificagao, frequentemente os resultados de acdo dos fatores neuronais
nao espelham seus nomes (Rudkin & Miller, 1996). Como resultado daquela
classificagdo, as vezes a descricdo ndo € tdo adequada quanto os nomes
dados, pois os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) também sdo um
potente fator de crescimento angiogénico. Portanto, a agdo de cada fator de
crescimento € complexa e cada fator pode ter diferentes efeitos em diferentes
tecidos, e também os fatores de crescimento podem interagir com outros
fatores (Hom & Maisel, 1992).

Os fatores de crescimento foram divididos em duas
categorias: fator de crescimento angiogénico e fator BMP (Bone
Morphogenetic Protein). As quatro familias de fatores de crescimento
angiogénico incluem: 1) fator de crescimento epidermal (EGF), (2) fator de
crescimento fibroblastico (FGF), (3) fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF) e (4) fator transformador de crescimento (TGF) (Rudkin &
Miller, 1996).

Wang et al. (2007) sugerem que o fator BMP-2 (Bone
Morphogenetic Protein) estimula as células a produzirem neurofilamentos,
melhorando assim a regeneragao nervosa periférica.

Recentemente muitos animais estudados permitiram sinalizar
que ambos os fatores de crescimento dos fibroblastos, acido e basico,
estimulam a regeneragdo do nervo periférico (Danielsen et al., 1988;
Aebischer et al., 1989; Cordeiro et al., 1989).

O fator de crescimento derivado de plaquetas atua como um
potente agente mitogénico de células mesenquimais, incluindo os fibroblastos
e células musculares lisas, bem como promove a quimiotaxia de neutrdéfilos e
macrofagos para o local da lesdo (Hudson-Goodman, et al.,1990). Assim
estimula em vivo, a formacao de colageno e matriz tecidual (Grotendorst et
al., 1985).

Apos a lesdo, o coto proximal reinicia o processo de
crescimento, sendo estimulado pela secrecao de fatores troficos produzidos
pelos gliocitos (célula Schwann), que fornecem também apoio mecanico e
quimico para o crescimento ordenado do axénio. A chegada de células do

sistema imunoldgico contribui com a secre¢&o de citocinas e outros fatores
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que favorecem o processo de reparagao neuronal (Villegas-Perez et al., 1988;
Carter et al., 1998).

Com a formag&o do cone de crescimento na extremidade do
coto nervoso proximal, aumenta a transcrigdo e a tradugdo génica para os
elementos relacionados a regeneragédo, como receptores de fatores tréficos,
moléculas do citoesqueleto e componentes da membrana plasmatica (Da-
Silva, 1995; Walsh, 1995; Yuen & Mobley, 1995; Lent et al., 2005). As
citocinas (IL-1, -2 e -6, TGB-[3, IFN-y) e os fatores neurotréficos (NGF, BDNF,
NT-3, FGFa e PDGF) sédo essenciais nesse momento, pois estimulam a
multiplicacdo de gliécitos e favorecem o crescimento do axénio (Villegas-
Perez et al., 1988; Meyer et al., 1992; Carter et al., 1998).

O padrdao de expressdo de fatores troficos, em nervos em
degeneracgdo, é distinto do encontrado em nervos intactos (Friedman et al.,
1992; Sendtner et al., 1992; Curtis et al., 1994; Friedman et al., 1995). Os
RNAms para NGF, BNDF e NT-4/5, se expressam em quantidades pequenas
em nervos intactos, entretanto tem um aumento consideravel em nervos em
degeneragdo apds o decurso de duas semanas do trauma (Heuman et al.,
1987; Funakoshi et al., 1993).

O nivel de RNAm para NGF aumenta rapidamente depois da
seccao do nervo ciatico, decrescendo no terceiro dia apds a lesdo, e
mantendo-se estavel por até duas semanas (Heuman et al., 1987; Date et al.,
1994). Contudo, o nivel de RNAm para BDNF aparece apenas no terceiro dia,
apods a lesao do nervo, aumentando e estabilizando na segunda semana do
trauma (Meyer et al., 1992).

Outro fator responsavel pela elevagdao da expressdo de
RNAm para NGF é a citocina interleucina 1 (IL-1), secretada por macréfagos
que invadem o segmento nervoso em degeneracdo (Heuman et al., 1987;
Brown et al., 1991; Da-Silva, 1995; Hopkins & Rockwell, 1995; Otten &
Cadient, 1995). O aumento do RNAm para BDNF €& dependente da alteragao
da atividade elétrica no nervo em regeneragédo. O seu aumento coincide com
a perda da capacidade de conduzir potenciais de agdo nos axénios em
degeneragao (Friedman et al., 1995). A diminuicdo do padrdo temporal
coincide com a expressdo de RNAm para CNTF e para a proteina

relacionada a mielina PO, indicando sobreposicdo de mecanismos que
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regulam a manutengdo de proteinas da mielina bem como da concentracéo
de CNTF (Da-Silva, 1995; Friedman et al., 1995).

Autores como Meyer et al. (1992); Funakoshi et al. (1993);
Rudkin & Miller (1996) e Fu & Gordon (1997), procuraram evidenciar
substancias que poderiam atuar na sobrevivéncia dos axbnios em
regeneragao, via células nado neurais. Substancias neurotréficas, como
neurotrofina NT-4/5, interleucina IL-1, CNTF (ciliary neurotrophic factor),
BNDF (brain-derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth factor) e PDGF
(platelet-derived growth factor) estariam localizadas na interface entre a
lamina basal e a membrana celular das células de Schwann (Martini et al.,
1988; Meyer et al.,, 1992). Graves & Cochran (1994) afirmaram que os
fatores de crescimento sdo modificadores biolégicos naturais que regulam os
fendbmenos do reparo tecidual, tais como sintese de DNA, quimiotaxia de

células, diferenciacao e sintese de matriz intersticial.

FATORES DE CRESCIMENTO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) € um produto autégeno,
derivado do sangue e é obtido por processo laboratorial. Colhido em periodo
pré-operatorio, € rico em fatores de crescimento, que provém dos granulos a
plaquetarios (Lynch et al., 1991).

A obtengdo do PRP é realizada em duas etapas apods a
colheita do sangue venoso periférico. Na primeira etapa centrifuga-se o
sangue por um tempo de dez minutos utilizando-se a forga de centrifugacao
de 300 gramas. E na segunda etapa usa-se também o tempo de dez minutos,
porém com a forga de centrifugacéo de 660 gramas (Vendramin et al., 2006).
Com este protocolo obtém-se uma concentragdo média de plaquetas em
torno de 4,96 (+ 0,36) vezes superior ao da amostra do sangue (Vendramin et
al., 2006; Wilson et al., 2006).

Este composto também € denominado de plasma autégeno
de plaquetas, plasma enriquecido com plaquetas, plasma rico em fatores de
crescimento, concentrado de plaquetas ou gel de plaquetas (Lynch et al.,
1991; Whitmam, 1997; Marx et al., 1998; Anitua, 1999; Wilson et al., 2006).
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O plasma rico em plaquetas € um produto organico, atoxico,
desprovido de acdo imunorreativa, usado para acelerar as fases do processo
do reparo tecidual em feridas cirurgicas (Lynch et al., 1991; Marx et al. 1998;
Anitua, 1999). Os varios fatores de crescimento presentes em seus granulos
a abreviam os tempos das fases da reparagao tissular (Howel et al., 1997;
Whitmam, 1997).

Os fatores de crescimento presentes no PRP séao
polipeptideos da classe de mediadores biolégicos naturais, que exercem
efeitos sobre o0 reparo e a regeneracao tecidual (Giannobile et al., 1996).
Esses fatores também regulam eventos celulares, que melhoram a
regeneracgao tecidual (Giannobile et al., 1996).

O plasma rico em plaquetas (PRP) & bastante estudado na
odontologia, sendo empregado em pequenos enxertos 0sseos na regiao dos
alvéolos dentais para futuros implantes dentarios e em cirurgias periodontais
e maxilo-faciais (Whitman & Berry, 1998; Anitua, 2001; Lozada et al., 2001;
Marx, 2004; Oyama et al., 2004; Vendramin et al., 2006). O uso em medicina
comeca a difundir-se nas areas de ortopedia, cirurgia plastica e neurocirurgia
onde apresentaram bons resultados (Linkhart et al., 1996; Man et al., 2001;
Bhanot & Alex, 2002; Freymiler & Aghaloo, 2004; Mazzucco et al., 2004;
Uebel et al., 2006; Vendramin et al., 2006). Nas especialidades médicas
(cirurgia plastica e otorrinolaringologia) e em odontologia é usado para
produzir hemostasia, estimular a cicatrizagcdo de tecidos moles e 0 0sso, bem
como na adesao de enxertos de pele e integracdo de enxertos 6sseos (Marx
et al., 1998; Buckley et al., 1999; Zechner et al., 2003; Uebel et al., 2006;
Wilson et al., 2006).

As plaquetas liberam diversos fatores de crescimento que
estimulam a angiogénese, promovendo crescimento vascular e proliferagcao
de fibroblastos com aumento da sintese de colageno (Green & Klink, 1998;
Henderson et al.,, 2003; Marx, 2004; Vendramin et al., 2006). Foram
identificados pelo menos sete diferentes fatores de crescimento secretados
ativamente pelas plaquetas que atuam na fase inicial da cicatrizacdo. Sao
trés isbmeros do fator de crescimento plaquetario, PDGFaa, PDGFBB e
PDGFaf, dois fatores de crescimento transformadores, TGFB1 e TGFB2, o

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento
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epitelial (EGF) (Green & Klink, 1998; Robson, 1997; Freymiler & Aghaloo,
2004; Marx, 2004; Vendramin et al., 2006). Os PDGF, associados ou n&do com
os TGF, aumentam a vascularizagao tissular, estimulando a producédo de
tecido de granulagdo (Knox et al., 1986; Vendramin et al., 2006). O PRP
possui também proteinas como a fibrina, fibronectina e vitronectina,
importantes na adesao celular, favorecendo o processo de reparo tecidual
(Knox et al., 1986; Sandy et al., 1998; Marx et al., 2004).

PLAQUETAS

As plaquetas sdo pequenos fragmentos celulares,
anucleados, discéides, derivados dos megacariécitos da medula Ossea
vermelha. O tamanho das plaquetas varia de 2 a 4 um de diametro, nos
esfregacos de sangue (Gartner & Hiatt, 2003). As plaquetas existem em torno
de 200.000 a 400.000 unidades por microlitro cubico de sangue, e esses
fragmentos celulares vivem aproximadamente de 10 a 14 dias (Gartner &
Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2004). Ao microscopio optico as plaquetas
mostram uma regido clara na periferia, chamada hialdbmero, e uma regiao
central mais escura, o granuldmero (Gartner & Hiatt, 2003).

Estudos especificos do PRP identificaram os trés principais
fatores de crescimento liberados pelos granulos a plaquetarios: fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento similar a
insulina (IGF-1) e fator transformador de crescimento beta (TGF-B) (Lynch, et
al., 1991; Ganio, et al.,1993; Anitua, 1999; Marx, 1999).

REGENERACAO NERVOSA PERIFERICA

A regeneragdo nervosa depende do grau da lesdo, da
distancia entre os cotos nervosos, bem como da perda, ou ndo, de tecido
nervoso. Nas neurotmeses severas € fundamental a preservagao no entanto

da membrana basal, quanto do endoneuro, para melhorar a regeneragao
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axonal. Isso porque aqueles servem como guia para 0S neuritos em
crescimento (Ide et al., 1983).

Hall (1997) mostrou em roedores que disténcias superiores a
dois centimetros necessitam de tratamento cirurgico, com a utilizagdo de
algum tipo de material para direcionar os neuritos para o coto distal. Nesta
mesma linha de raciocinio, Mackinnon & Dellon (1990) concluiram que
distdncias acima de um centimetro em roedores e trés centimetros em
primatas necessitam técnicas com condutos para orientar a reparagao
tecidual nervosa. Por outro lado Seckel et al. (1986) afirmaram que pequenas
distancias entre os cotos da ordem de um a trés centimetros, podem ser
reparados sem necessidade de enxerto autdgeno de nervo. Neste caso,
promove-se somente uma regeneragao tecidual guiada.

Biomateriais e materiais aloplasticos foram propostos para o
favorecimento dos brotos axonais, como o uso de tubos de
politetrafluoroetileno (Ruskin, et al., 1990), acido poliglicélico (Mackinnon &
Dellon, 1990), e colageno com gel de laminina (Colin, et al., 1984; Eppley et
al., 1988; Dourado et al., 2001). Todavia, Walton et al. (1989) e Chiu &
Strauch (1990) propuseram a utilizagdo de tecidos autdgenos como os
enxertos venosos, com o intuito de prevenir a formagcao de cicatrizes dentro
da area em regeneragéo.

Waller (1850) estudando nervos de sapos, com microscopio
optico, foi o pioneiro na descricdo da degeneracdo neuronal, logo apds a
seccao nervosa. Até esta época pouco se sabia sobre a degeneragao
nervosa, e por isso, este fenbmeno recebeu o seu nome, degeneracéo
Walleriana.

Quando ocorre a degeneracdo Walleriana varios eventos
ocorrem no axdnio como, alteragdes no citoesqueleto, nas células de
Schwann, na bainha de mielina e quebra nas barreiras hemato-nervosas com
resposta mediada pelos macréfagos (Donat & Wisniewky, 1973; Malbouisson
et al., 1984).

A cicatrizagdo do nervo obedece normalmente duas fases,
degeneragdo Walleriana ou desmielinizagcdo segmentar e regeneracédo. Na
degeneragao por desmielinizagdo segmentar ocorre a dissolugdo da bainha

de mielina, em segmentos isolados. Essa desmielinizagdo parcial causa a
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diminuicdo na velocidade de condugao nervosa e pode impedir a transmissao
de alguns impulsos nervosos. A desmielinizacdo segmentar pode ocorrer
apdés lesdes neuropraxicas, ou com disturbios dos tecidos vascular e
conjuntivo (Waller, 1850; Hupp, 2000). A degeneragéao Walleriana ocorre apds
trauma no nervo, onde o axbnio e a bainha de mielina do coto distal
desintegram-se totalmente. No coto proximal, no local da lesdo, também
ocorre degeneragao, e as vezes em todo o corpo axonal, ou em alguns nodos
de Ranvier. A degeneracdo Walleriana bloqueia toda a conducéo entre os
cotos proximal e distal (Lent et al., 2005).

A degeneragcdo Walleriana dos axonios isolados e das
bainhas de mielina dos nervos periféricos lesados é pré-requisito para se
estabelecer um meio de desenvolvimento adequado a regeneragcdo dos
axénios (Fu & Gordon, 1997).

Apos a lesdo nervosa ocorrer, num periodo de duas a trés
semanas, todos os axénios e bainhas de mielina do coto distal se
desintegram e o0s remanescentes sdo geralmente removidos, via
recrutamento de células mielomonociticas. As células de Schwann se dividem
e comegam a alinhar-se em corddes celulares dispostos junto aos tubos da
lamina basal persistente, formando as bandas de Buligner (Griffin et al., 1993).

A regeneragdo de um nervo periférico pode comecgar quase
imediatamente apos a lesdo. Normalmente, o coto proximal forma um grupo
de novas fibras, denominadas de cone de crescimento, sendo que as neo-
fibras crescem em direcdo ao canal remanescente das células de Schwann.
O crescimento progride em média de 1 a 1,5 mm por dia e continua até que o
local inervado seja alcangado, ou que tenha o seu crescimento bloqueado por
fibras de tecido conjuntivo frouxo ou por osso (Midha et al., 2004). Durante a
regeneragao, novas bainhas de mielina podem se formar, e o axénio pode
aumentar de diametro. Como sao feitos contatos funcionais, o paciente
sentira sensacbes alteradas na area de sensibilidade lesada, as quais
assumem a forma de parestesia ou de disestesia.

Durante a regeneragdo, podem ocorrer problemas que
impedem a cicatrizagdo normal do nervo. Assim a continuidade do canal de
células de Schwann pode estar rompida, e o tecido conjuntivo pode entrar no

canal enquanto este esta parcialmente vazio. Quando o cone de crescimento
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alcanga a obstrugcdo do tecido conjuntivo, pode encontrar um caminho ao
redor do cone e continuar, ou pode formar-se uma massa de fibras nervosas
sem fung&o constituindo-se um neuroma traumatico, sujeito a produgao de
dor quando estimulado (Hupp, 2000; Lent et al., 2005).

Terzis et al. (1975) afirmaram que uma das principais razdes
do fracasso no reparo do nervo periférico pods-trauma, esta na tensao
produzida na linha de sutura, prejudicando a neo-vascularizagao.

Varias técnicas, e emprego de biomateriais e materiais ndo
bioldgicos, tém sido estudados como provaveis solugdes para o reparo de
nervos periféricos, destacando-se o0 uso de transferéncia de nervos
(Mackinnon & Novak, 1999), tubos colageno, enxerto de artérias e veias, e de
musculos, moléculas de adeséo celular, tubos de silicone e polietileno (Fields
et al., 1989). Ademais o uso de conduto bioartificial, parece adequado ja que
pode ser manipulado antes do enxerto. Como, por exemplo, citam-se as
esteiras de fibronectina, preenchidas com fatores neurotréficos ou as
esponjas hidrofilicas infiltradas com células de Schwann (Plant et al., 1995) e
ou com fasciculos nervosos (Scharpf et al., 2003).

Walton et al. (1989) concordaram que a utilizagdo de enxertos
venosos pode ser util apenas em secg¢des nervosas de reduzido tamanho e
em nervos monofasciculados. Porém, Wang et al. (1993) observaram em
nervos mistos e principalmente em nervos motores, como o nervo ciatico, que
apo6s enxerto venoso, ocorre uma grande melhora na capacidade
regenerativa das fibras nervosas. Esta melhora na capacidade regenerativa
neuronal seria explicada pela presenga da laminina (Buettner & Pittman,
1991) e ao colageno (Woolford & Toriumi,1995), componentes das tunicas
média e externa das veias (Lander et al., 1985; Valentini et al., 1987).

Ferrari et al. (1999) observaram que o enxerto venoso ao
avesso, usado com a exposi¢ao da tunica adventicia em contato intimo com
os axodnios seccionados do nervo safeno, torna-se um bom conduto de
regeneragao, pois expde fatores tréficos como colageno, laminina e
fiobronectina (Withworth et al., 1996) em proporcdes ideais. Neste caso
oferece um microambiente favoravel a regeneragéo axonal.

Na camada adventicia dos vasos sanguineos, abaixo da

membrana basal estdo presentes o colageno tipo IV, a laminina, a
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fibronectina, a elastina e as microfibrilas associadas (Packhan & Mustard,
1984). Afirmaram outros autores ser a laminina e o colageno IV os principais
componentes desta membrana endotelial (Grant & Kleinman, 1997), a qual
possui uma lamina basal rica em laminina e, a sua camada média muscular
também rica em laminina. A adventicia por sua vez € muito rica em colageno

estrutural (Ferrari et al., 1999).

Historico da Cirurgia dos Nervos Periféricos

Paul of Aegina (625-690) foi o primeiro a descrever a
aproximacéao de feridas nervosas (apud Davis). Em 1850, Waller descreveu o
processo da degeneragao nervosa periférica em sapos. Philipeaux & Vulpein
(1870) realizaram enxertos nervosos em caes, transplantando segmento de
nervo optico para o nervo hipoglosso entre um animal e outro, contudo n&o
obtiveram sucesso. Em 1870 esses mesmos autores publicaram outro
trabalho com o uso de enxerto autélogo, em cées, e obtiveram pequeno
sucesso (Dourado et al., 2001). Hueter (1871 - 1873) (apud Davis) introduziu
e estudou o conceito primitivo da sutura epineural. Esta técnica, modificada,
refinada, e aperfeicoada, é utilizada desde entdo até a atualidade. Nelaton
(1864) descreveu a reparagdo nervosa secundaria, sendo esta realizada
algumas semanas apos o trauma, segundo Novak et al. (2004).

Em 1872 Letievant (apud Davis, 1934) foi um dos primeiros
autores a descrever a anatomia da porgao distal e proximal de um nervo.
Albert (1876 - 1878) descreveu o uso clinico do enxerto nervoso, que foi
raramente usado até Seddon (1943) iniciar a sua técnica de enxerto com a
utilizacdo de nervos cutaneos sensitivos transpostos a troncos nervosos
maiores.

Desde Milkulicz (1882) a idéia de tragdo nervosa comega a
ser descrita. Loebke (1884) descreveu o encurtamento ésseo em apéndices
locomotores para evitar a tragdo de nervos periféricos lesados em grandes
segmentos (Novack, 2004). Balance et al. (1903) descreveram a neurorrafia
término-lateral para paralisia do nervo facial, com incisdo no nervo doador.

Viterbo et al. (1992) introduziram a neurorrafia término-lateral sem lesdo no
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nervo doador permitindo, portanto, que qualquer nervo possa servir como
doador sem prejuizos a0 mesmo ou as estruturas por ele inervadas.

Babcock (1927) preconizou o uso de trés técnicas para o
tratamento de lesbes dos nervos periféricos: sutura direta, enxerto nervoso e
neurolise.

Na década de 40, Young & Medawar (1940) foram os
primeiros a publicar trabalho experimental em cdo, usando adesivo biolégico
(cola de fibrina). Naquela época, os estudos de Seddon (1943 e 1947) com
enxertos, também tiveram bons resultados. Edshage (1964) demonstrou que
a sutura epineural podia causar deslocamento dos fasciculos neuronais,
apesar de sua boa coaptagdo. Bora (1967) realizou sutura interfascicular em
nervos de gatos, também com bons resultados.

Brown (1972) afirmou que os principais fatores que influem na
regeneragao nervosa sao a idade do paciente, a extensao da lesdo (gap), a
formagao de neuromas, os fatores neurotroficos e a técnica empregada para
a reparagao.

Sunderland (1979) apos varios estudos da anatomia interna
dos nervos recomendou o uso de sutura individual dos fasciculos. Millesi et
al. (1972) afirmaram que a sutura interfascicular pode aumentar o volume de
tecido conjuntivo (perineuro), provocando tensdo na area da anastomose e
prejudicando o suprimento vascular do nervo (Rodrigues, 1990).

Dentro daquela mesma linha de raciocinio Terzis et al. (1975)
e Sunderland (1978) preconizaram evitar tensdo na area da sutura, visando
prevenir a isquemia e a fibrose.

A reparacao de lesdes nervosas periféricas pode ser primaria
ou secundaria. Sempre que possivel e as condigdes locais e gerais
permitirem, devera ser realizada imediatamente (primaria) a fim de evitar a
retracdo do nervo. Ja a reparagdo secundaria, ou seja, realizada apos
algumas semanas, estara indicada quando n&o se conhece com exatidao os
danos causados ao nervo e suas estruturas, podendo indicar-se a utilizacao
de enxertos nervosos (Grabb, 1970; Brown, 1972; Tupper et al., 1988).

Hems & Glasby (1992) preconizaram que em lesdes limpas,
em que ocorreu sec¢cao de nervo por arma branca ou vidro, se houver

condicbes técnicas apropriadas, a sutura devera ser realizada dentro das
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primeiras vinte e quatro horas. Nesta fase os tubos endoneurais sdo de
tamanho normal e a anastomose pode ser realizada sem tensdo (Rodrigues
et al., 1990). A neurorrafia término-terminal apresenta progndéstico favoravel,
porque nao ha retracdo e nem necessidade de interposicao de enxerto. Este
reparo nervoso primario € vantajoso nas lesées do plexo braquial e naquelas
da regido proximal do nervo ciatico (Hems et al., 1992). Entretanto, traumas
graves e ressecgdes tumorais, sempre levam a grande perda de tecido
neural, impossibilitando muitas vezes a neurorrafia primaria. Para esses
casos, 0 enxerto nervoso € considerado o tratamento de escolha (Costa et al.,
2006). As extensas perdas de tecido nervoso demandam grande quantidade
de enxerto de nervo o que as vezes nao é possivel devido a indisponibilidade
de nervo doador em tamanho suficiente (Jeng & Coggeshall, 1987a; Kelley et
al., 1991; Brunelli et al., 1994). Além disto, sempre ocorrera certa morbidade
na area de retirada dos enxertos de nervos autdlogos (Fawcet & Keynes,
1990; Kelley et al., 1991; Brunelli et al., 1994).

A técnica de enxertos venosos oferece bons resultados (Chiu
et al., 1982; Risitano et al., 1989; Hentz et al., 1991; Nicolino et al., 2003; Tos
et al., 2007) porque guia e permite a comunicagado bioquimica entre os cotos
nervosos reparados (Wang et al., 1993), reduzindo inclusive a tensao entre os
cotos nervosos.

Baseados nas vantagens da tubulizagdo com enxerto de veia
autdloga, decidimos acrescentar a mesma o PRP, imaginando que, talvez, o

mesmo pudesse trazer melhor resultado na regeneragao dos axénios.
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OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo estudar a influéncia do
plasma rico em plaquetas na regeneragdo axonial de nervo periférico
seccionado e reparado mediante tubulizagdo com enxerto de veia normal e

ao avesso.
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METODO

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 70 ratos machos adultos (Rattus norvegicus
albinus) da variedade Wistar tendo peso corpoéreo médio variando de 180 a
200 gramas e aproximadamente dois meses de idade, fornecidos pelo
Biotério Central do Campus da UNESP em Botucatu.
Os animais foram distribuidos por sorteio em cinco grupos
descrito a seguir:
G 1 - grupo controle (Sham). n=10
G 2 - grupo com enxerto venoso ao avesso sem preenchimento
(VASP). n=15
G 3 - grupo com enxerto venoso ao avesso preenchido com plasma
rico em plaquetas (VAPRP). n=15
G 4 - grupo com enxerto venoso normal sem preenchimento (VNSP).
n=15
G 5 — grupo com enxerto venoso preenchido com plasma rico em
plaguetas (VNPRP). n=15
Em todos os grupos o nervo ciatico direito foi utilizado para o
estudo experimental. Os Grupos G 2, G 3, G 4 e G 5 receberam enxerto
venoso da veia jugular externa do lado esquerdo do mesmo animal.
Nos grupos 3 e 5, apds as suturas das extremidades da veia
nos cotos proximal e distal, as veias foram preenchidas com o plasma rico em
plaquetas (PRP) que foi previamente ativado com solu¢do de tromboplastina

calcica na concentracao de 12,5 mol/ml*.

*Soluplastin®, Wiener Laboratorios

José Sidney Roque




40

O PRP foi colocado no interior da veia com o uso de agulha e seringa tipo
Luer-Loock, em uma das extremidades do enxerto, apds a outra extremidade

ja estar previamente suturada (Fig. 4).

PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com injegao intramuscular de
50% de tiletamina e 50% de zolazepam na dose de 3 mg/kg de peso*. A
anestesia foi aplicada intramuscular no musculo gluteo do antimero esquerdo,
para nao interferir nos resultados do lado operado.

Apos serem adotadas as técnicas de assepsia para
procedimentos cirurgicos, os animais foram colocados em mesa de madeira
revestida de cortica. Foram fixados a mesa operatoria, posicionados em
decubito dorsal e suas patas dianteiras e traseiras em completa abducdo. A
seguir os animais receberam epilagado na regiao lateral esquerda no pescogo,
seguida de degermagao. Com uma incisdo da pele do pescog¢o, no antimero
esquerdo, procedeu-se a divulsdo dos tecidos por planos para expor a veia
jugular externa esquerda, promovendo o seu isolamento. Nos animais que
receberam enxertos venosos preenchidos com PRP, coletou-se um 0,8 ml de
sangue da veia jugular externa, sendo este colocado em tubo de ensaio
contendo solugdo de citrato de sédio a 10%. A seguir o tubo de ensaio foi
centrifugado numa velocidade de 700-800 rotagbes por minuto por seis
minutos, a temperatura ambiente, resultando trés faixas (bandas) de
componentes. Para obtencdo do PRP, coletou-se o componente da banda
intermediaria do tubo de ensaio, que obedeceu ao protocolo preconizado por
Anitua (1999).

* Telazol; Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge®
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No passo seguinte, introduziu-se uma sonda periodontal de ago inox na luz
da veia e realizou-se a ligadura de seus segmentos, cranial e caudal, e
posteriormente seccionou-se suas duas extremidades. Este segmento de
aproximadamente 12 mm de veia foi mantido em soro fisiolégico até o
momento de sua colocagdo como enxerto entre os cotos nervosos lesados no

nervo ciatico direito (Fig. 1).

Figura 1 — Coleta da veia jugular externa esquerda.

Na segunda fase os animais foram posicionados e fixados em
decubito ventral com suas patas dianteiras e traseiras em completa abdugao.
Realizou-se a epilagdo da regido posterior da coxa direita e “degermagao”

para incisdo e acesso, plano a plano, do nervo ciatico direito. Fig. 2.

Figura 2 — Exposi¢ao do nervo ciatico direito

O grupo 1 (grupo controle) recebeu a cirurgia somente para
exposicao do nervo ciatico e teve a incisdo suturada com pontos simples,

plano a plano, com fio monofilamentar de nailon 5-0.
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O grupo 2 (VASP), apds seccgao e retirada de um segmento
de aproximadamente 10 mm do nervo ciatico direito, recebeu o enxerto de
veia jugular externa ao avesso sem preenchimento. Foram aplicados dois
pontos simples em cada extremidade com fio monofilamentar de néilon 10-0
fixando as extremidades da veia ao epineuro, distante dois milimetros das
extremidades dos cotos nervosos. Estas suturas foram realizadas em ambas
extremidades da veia (Fig. 3).

O grupo 3 (VAPRP) recebeu enxerto de veia jugular externa
ao avesso, preenchida com PRP em seu interior, sendo suturada como os
animais do grupo 2 (Fig. 4).

O grupo 4 (VNSP) foi semelhante ao grupo 2, porém o
enxerto de veia n&o foi colocado ao avesso (Fig.5).

O grupo 5 (VNPRP) foi semelhante ao grupo 3, porém o

enxerto de veia ndo foi colocado ao avesso.

Figura 4 — Sutura do enxerto venoso ao avesso preenchido com PRP
(VAPRP).
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Figura 5 — Sutura da veia normal sem preenchimento (VNSP).

Os ratos apds as cirurgias foram mantidos em gaiolas
individuais, em temperatura ambiente de 24°C (x 0,5), receberam
alimentacgao e agua ad libidum, respeitando-se o ciclo circadiano de 12 horas
de luz e com observacao periddica.

Todas as fases cirurgicas foram realizadas por apenas um
operador, previamente treinado, utilizando-se de microscépio cirurgico.

Todas as etapas da realizagdo do trabalho, bem como os
procedimentos, obedeceram aos principios bioéticos preconizados pelo
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), e aprovados
previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Marilia,
datado de 29 de outubro de 2004 e apostilado em 30 de novembro de 2006.

Sacrificio e Coleta das Amostras

Os animais foram sacrificados no decorrer de 12 semanas
apods as cirurgias através de dose elevada de pentobarbital sdédico, 150 a 200
mg por kg de peso corpéreo. Os nervos ciaticos foram retirados e fixados em
glutaraldeido a 2,5%, em tampéao fosfato de sédio pH 7,2, 0,1 M, para

processamento de rotina em microscopia 6ptica (Fig. 6).
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Figura 6 — Coleta de segmento nervoso

Analise Quantitativa e Tratamento Estatistico

Para analise morfométrica utilizou-se, em média, 200 fibras
nervosas por animal visualizadas em cortes transversais semifinos com
espessura de 0,5 um, e aferiram-se 100 fibras para o ter¢o médio do enxerto
e 100 fibras para o coto distal. As observagbes foram feitas através da
escolha de um campo “randomizado”.

As imagens dos cortes histologicos foram capturadas através
de microscépio 6ptico Olympus BX 50, acoplado a um sistema de captura de
imagens e a um microcomputador Pentium Ill, com interface para o programa
Image Pro Plus, versdo 4.5, pertencente ao Laboratério de Morfologia da
Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de S&o Paulo.

As afericdes dos didmetros das fibras nervosas, dos axdnios
e das espessuras das bainhas de mielina, foram realizadas através de
fotografias de escala micrométrica. Com o emprego de um paquimetro
Mitutoyo com precisdo de 0,05 mm e da férmula X=Y. 10° /A% (onde o X=
valor em pm2 e A= ampliagdo), permitiu-se as conversées das medidas de

mm? para pm?.
ESTATISTICA DESCRITIVA
Com os resultados numéricos quantitativos obtidos, foram

calculadas as médias aritméticas, os desvios padrboes das médias e os

coeficientes de variagao (Pearson), de cada animal e de cada grupo. Foi feito
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estudo comparativo das areas e dos didmetros dos axdnios e da espessura e
area da bainha de mielina. Com estes dados avaliaram-se as medidas de

tendéncia central, ou seja, os “escores” do centro do conjunto.

ESTATISTICA ANALITICA

A analise estatistica destes resultados foi feita pela One-way
analysis of variance (ANOVA) para testar a hipotese de nulidade contra a
hipoétese alternativa.

Utilizou-se para analise comparativa entre os cinco grupos o
teste F, que permite calcular a soma e as médias dos quadrados, e os graus de
liberdade para se obter o valor de F. Com o valor de F calculado, localizou-se
na tabela de Fischer o valor de P.

Para o estudo das correlagdes lineares intra-grupos e entre-
grupos, utilizou-se o0 método de Scheffé que testa 2 grupos (Vieira, 1980;
Wang et al, 1993 e 1995, Campana et al, 2001; Doria Filho, 2001,
Karacaoglu et al., 2001; Suchmacher & Geller, 2005), adotando-se o nivel de
significancia de 5% (p=0,05). Foi utilizado o programa Minitab 11.0 para a
formagado do banco de dados, a realizacdo da analise de varidncia ANOVA
(one-way) e a construgéo dos graficos, apresentadas nos resultados.

Depois, foi aplicado método de Scheffé, onde foram
comparados os grupos dois a dois entre si, perfazendo assim seis
comparagdes para o enxerto e seis comparagdes para o coto distal, entre as
quatro técnicas utilizadas, objetivando verificar a diferenga minima significante
ao nivel de 5% (p=0,05).
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RESULTADOS

Andlise Macroscopica

Na inspecao dos animais, a vista desarmada, observou-se
que os animais tiveram dificuldade na marcha e realizaram automutilagao
(autofagia) dos dedos do membro operado. Porém, ao curso de mais ou
menos quatro semanas a atividade de automutilacdo nao persistiu e foi
diferente entre os grupos operados, como mostra a Fig. 7 e Tab. 1.

O grupo G3 apresentou o menor numero de dedos mutilados,

seguido do grupo G5, ambos com preenchimento de PRP, por sua vez
seguidos pelo grupo G4. Em ultimo lugar, e portanto com pior resultado,

ficou o grupo G2.

Grupos Dedos Dedos Dedos Dedos Dedos
I Il Il v \Y
G2 (VASP)
Animais - - 5 6 6
G3 (VAPRP)
Animais - - - - 1
G4 (VNSP)
Animais - - - 4 4
G5 (VNPRP)
Animais - - - 2 2

Tabela 1 - Numeros de dedos em que os animais realizaram autofagia do

membro operado.
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Figura 7 — Animal do grupo VNSP (automutilagéo)

ANALISE HISTOMORFOLOGICA

MICROSCOPIA OPTICA

Para o estudo da morfologia dos cotos nervosos utilizaram-se
cortes transversais semifinos contrastados com tetroxido de 6smio e contra-
corados por eosina e azul de toluidina. Os cortes foram analisados
primeiramente em um aumento pequeno de 40 vezes (objetiva 4X) a fim de
observar-se o0 conjunto das estruturas. Em sequéncia passou-se para
aumentos maiores de 100 vezes (objetiva 10X), 200 vezes (objetiva 20X) e por
ultimo ao aumento de 400 vezes (objetiva 40X).

A morfologia das estruturas foi descrita evidenciando o
epineuro, o perineuro, o tecido adiposo, 0s vasos sanguineos e as bainhas de

mielina.

Caracteristicas morfologicas do grupo G1 (sham)

O grupo G1 (Sham) apresentou as bainhas de mielina bem

nitidas e de tamanhos variados. O epineuro era delgado, com fibras colagenas
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bem organizadas e paralelas entre si. Apresentou-se nitido e revestido
externamente por uma camada de tecido adiposo. A camada interna do
epineuro emitia septos para o interior das fibras, constituindo assim o
perineuro, que formava os fasciculos. O perineuro era também delgado e
nitido, e observavam-se alguns vasos sanguineos que transitavam neste
pequeno espaco. Os fasciculos apresentaram-se com pouco tecido conjuntivo
envolvente e eram bem compactados entre si. As bainhas de mielina que eram
mais espessas € nitidas, sempre estavam posicionadas préoximas aos vasos

sanguineos (Fig. 8 € 9).
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Figura 8 — Grupo Sham. Coloragao por tetréxido de ésmio e contra coloragéo por azul de toluidina. A - epineuro (EP)e
tecido adiposo (TA) (4X), B - vaso sanglineo (seta) e epineuro (EP) (10X), C - vasos sanglineos (setas) e perineuro
(PE)(20X) e D - vaso sangiiineo (seta) e perineuro (PE) (40X) .
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Figura 9 — Grupo Sham. Coloragéo por tetréxido de 6smioe contra coloragdo por eosina. A - epineuro (EP) e tecido
adiposo (TA) (4X), B - epineuro (EP)e tecido adiposo (TA) (10X), C - epineuro (EP) (20X) e D - epineuro (EP) (40X).

Caracteristicas morfologicas do grupo G2 (VASP)

Regido do enxerto

Os cortes transversais do terco médio da regidao dos
enxertos nos animais do grupo veia ao avesso sem preenchimento (VASP),
apresentaram o nervo bastante fasciculado, com epineuro bem delimitado,
espesso e as vezes irregular. Foi observada a presenga de vasos sanguineos
no centro e na periferia dos fasciculos que eram envolvidos pelo perineuro e
também epineuro. O epineuro se apresentou fibroso, mais espesso e irregular
que o observado no grupo G1 (Sham). Foram encontrados varios
microfasciculos no epineuro, proximo a uma camada de tecido adiposo. A
espessura das bainhas de mielina era de tamanhos variados, porém nitidas,
com os diametros das fibras de tamanhos diferentes. As maiores ladeavam os

vasos sanguineos (Fig.10).
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Figura 10 — Veia ao avesso sem preenchimento (enxerto). Coloragéo por tetroxido de ésmio. A - vasos sangliineos
(setas), epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (4X), B - epineuro (EP) e vasos sangiiineos (setas) (10X), C - vaso
sangiiineo (seta), epineuro (EP) e perineruo (PE) (20X) e D - vaso sanglineo (seta) e perineuro (PE) (40X).

Regido do coto distal

Observou-se o nervo muito fasciculado com epineuro e
perineuro bem nitidos e bem delimitados, havendo a presenca de vasos
sanguineos no centro e na periferia dos fasciculos. Externamente, envolvendo
O epineuro, encontrou-se uma camada de tecido adiposo. Alguns
microfasciculos encontravam-se proximos da camada de tecido adiposo, com a
presencga de vasos sanguineos entre o tecido adiposo e os microfasciculos. As
bainhas de mielina estavam com espessuras menores que as correspondentes
do enxerto, entretanto eram mais compactadas entre si, nitidas e mostravam-

se pouco homogéneas (Fig. 11).
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Figura 11— Veia ao avesso sem preenchimento (coto distal). Coloragéo por tetroxido de ésmio. A - epineuro (EP)e
tecido adiposo (TA) (4x), B - vaso sanglineo (seta), epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (10X), C - vaso sanglineo
(seta) e epineuro (EP) (20X) e D - vaso sangliineo (seta) e perineuro (PE) (40X).

Caracteristicas morfologicas do grupo G3 (VAPRP)

Regido do enxerto

Os cortes transversais do terco médio da regido do enxerto
nos animais do grupo veia ao avesso preenchida com plasma rico em
plaquetas G 3 (VAPRP) apresentaram-se muito fasciculados, com os seus
fasciculos nervosos de tamanhos diferentes e pouco delimitados. O epineuro
mostrou-se irregular e sua superficie externa era revestida por camada de
tecido adiposo, também irregular. O perineuro era espesso, irregular e fibroso.
Observou-se a presenga de vasos sanguineos somente na periferia do
fasciculo maior, com poucas fibras na sua porg¢ao central, que era preenchida
por tecido conjuntivo fibroso. Na periferia dos fasciculos as bainhas de mielina
eram de tamanhos homogéneos, enquanto no centro elas eram menores e de
tamanhos heterogéneos. Um microfasciculo foi observado entre o epineuro e a
camada de tecido adiposo, proximo a vasos sanguineos, que exibia bainha de

mielina homogénea e nitida (Fig.12).
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Figura 12— Veia ao avesso preenchida com plasma rico em plaquetas (enxerto). Coloragao por tetréxido de 6smio. A -
epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (4X), B - vaso sanglineo (seta) (10X), C - perineruo (PE) (20X) e D - perineuro
(PE) (40X).
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Regido do coto distal

O coto distal apresentou fasciculos de tamanhos diferentes,
tendo epineuro e perineuro bem delimitados e nitidos. O epineuro era revestido
externamente por uma camada de tecido adiposo, por onde transitavam alguns
vasos sanguineos. O perineuro apresentou-se ora espesso, ora delgado,
formando fasciculos bem compactados. Também mostrou microfasciculos
entre o epineuro e a camada de tecido adiposo. As bainhas de mielina eram

nitidas, pouco heterogéneas e bem compactadas entre si (Fig.13).
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Figura 13— Veia ao avesso preenchida com plasma rico em plaquetas (Coto Distal). Coloragao por tetroxido de ésmio.
A - vasos sangliineos (setas), epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (4X), B - epineuro (EP) e perineruo (PE) (10X), C -
epineuro (EP) e perineruo (PE) (20X) e D - epineuro (EP)e perineruo (PE) (40X).

Caracteristicas morfolégicas do grupo G4 (VNSP)

Regido do enxerto

Nos animais do grupo veia normal sem preenchimento G 4
(VNSP), os cortes transversais do terco médio da regido dos enxertos de nervo
ciatico apresentaram-se com poucos e irregulares minifasciculos nervosos.
Observou-se os perineuros fibrosos, irregulares e sem limites nitidos, com
epineuro também irregular. As bainhas de mielina eram de espessura com
tamanhos variados, porém apareciam nitidas. Foram encontrados varios
microfasciculos no epineuro proximo a camada de tecido adiposo, com a

presencga de vasos sanguineos no perineuro e tecido adiposo (Fig.14).
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Figura 14 — Veia normal sem preenchimento (enxerto). Coloragéo por tetréxido de dsmio. A - tecido adiposo (TA) e
epineuro (EP) (4X), B - tecido adiposo (TA) e vaso sanglineo (seta) (10X) , C - vaso sangliineo (seta) e perineuro (PE)
(20X)e D - vaso sangiiineo (seta) e perineuro (PE) (40X).

Regido do coto distal

No coto distal foi observado o epineuro e o perineuro bem
delimitados e nitidos, com a presenca de tecido adiposo localizado
externamente ao epineuro. Os vasos sanguineos estavam entre a camada de
tecido adiposo e o epineuro, que apresentou-se mais fibroso. Foram
observados também alguns microfasciculos dispostos entre o perineuro e
epineuro. As bainhas de mielina eram nitidas e de espessura menor e pouco
heterogéneas. Também observou-se vasos sangliineos na periferia € no centro
do nervo. Os didmetros das fibras eram de tamanhos diferentes e menores do

que os correspondentes no enxerto (Fig.15).
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Figura 15— Veianormal sem preenchimento (coto distal). Coloragéo por tetréxido de dsmio. A - tecido adiposo (TA) e
epineuro (EP) (4X), B - tecido adiposo (TA) e epineuro (EP)(10X), C - vaso sangliineo (seta) e epineuro (EP) (20X) e
D - vaso sangliineo (seta) e perineuro (PE) (40X).

Caracteristicas morfoldégicas do grupo G5 (VNPRP)

Regido do enxerto

No tergco médio da regidao do enxerto nervoso do grupo G5
(VNPRP) observou-se fasciculos maiores, de tamanhos variados, € muitos
microfasciculos dispostos ao redor dos fasciculos. Nos fasciculos maiores o
epineuro e o perineuro eram bem delimitados e nitidos, havendo vasos
sanguineos no centro e na periferia neuronal. Também em alguns espécimes
notou-se entre o epineuro e perineuro presenca de tecido adiposo, onde
observavam-se vasos sanguineos presentes em suas interfaces. As bainhas de
mielina tinham aspecto homogéneo, eram nitidas e bem organizadas. Ja nos
microfasciculos as bainhas de mielina exibiam espessura heterogénea, porém

nitidas, e préximas a vasos sanguineos (Fig.16).
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Figura 16 — Veia normal preenchida com plasma rico em plaquetas (enxerto). Coloragdo por tetréxido de 6smio. A -
epineuro (EP) (4X), B - epineuro (EP)(10X), C - epineuro (EP) e perineuro (PE) (20X) e D - epineuro (EP) e perineuro
(PE) (40X) .

Regido do coto distal

Os fasciculos se apresentaram de tamanhos diferentes e havia
varios microfasciculos nas interfaces entre o perineuro € o0 epineuro. Os
fasciculos maiores apresentaram perineuro bem delimitado e presenca de
vasos sanguineos. Observou-se tecido adiposo entre o epineuro e perineuro,
por onde passavam vasos sanguineos que exibiam ao seu redor
microfasciculos. Nos fasciculos maiores a espessura das bainhas de mielina
era homogénea e bem nitida, enquanto nos microfasciculos ela era
heterogénea, porém nitida. As bainhas de mielina se apresentaram com

espessura menor que as suas correspondentes na regido do enxerto (Fig.17).
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Figura 17 — Veia normal preenchida com plasma rico em plaguetas (coto distal). Coloragéo por tetréxido de ésmio. A -
epineuro (EP) e tecido adiposo (TA) (4X), B - vasos sangiiineos (setas), perineuro (PE) e tecido adiposo (TA) (10X), C -
vasos sangiineos (setas) e epineuro (EP) (20X) e D - vasos sangiiineos (setas) e epineuro (EP) (40X).

Quanto ao aspecto histoldgico do coto distal, observou-se
que os vasos sanguineos transitavam entre o epineuro e a camada de tecido
adiposo dos grupos G2 a G5. Também observaram-se alguns vasos
localizados proximos aos microfasciculos dos grupos G4 e G5. O epineuro e 0
perineuro mostravam-se nitidos nos grupos G2 e G5, e bem delimitados nos
grupos G4 e G5, entretanto no grupo G4 eles apresentaram-se mais fibrosos.

Os fasciculos eram de tamanhos diferentes nos grupos G2 a G5,
porém no grupo G3 eles eram mais compactos.

A bainha de mielina no coto distal mostrou-se nitida e homogénea
nos grupos G2 e G5, enquanto nos grupos G3 e G4 eram heterogéneas. Ja no

grupo G2 e G3 elas apareceram mais compactas.

Andlise Histomorfométrica

Os resultados das médias aritméticas das variaveis da area da

fibra, do diametro da fibra, da area da bainha, da espessura da bainha de
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mielina, da area do ax6nio e do diametro do axdnio, estdo nas tabelas de

numero dois a dezenove.

Area da fibra nervosa naregido do enxerto
As areas, em micrOmetros quadrados, foram aferidas em
quatro campos por lamina.

No grupo G1 (sham) a média geral foi de 42,81 (+ 2,80) um?, no
grupo G2 (VASP) a média geral foi de 16,97 (x 1,00) ym? no grupo G3
(VAPRP), a média geral foi de 22,14 (+ 0,98) um? no grupo G4 (VNSP), a
média geral foi de15,53 (x 0,58) um? e no grupo G5 (VNPRP) foi de 23,47 (+
0,65) um? (Fig. 18 e tabela 2).

Area dafibra - enxerto
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Figura 18 - Média da area da fibra (um“) no enxerto (En).

Tabela 2 - Resultados morfométricos da area da fibra (um?) no enxerto
(En) .
Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 16.979 1.005
VAPRP-En 15 22.140 0.982
VNSP-En 15 15.534 0.586
VNPRP-En 15 23.479 0.653
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AREA DA FIBRA - ENXERTO

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP X VAPRP % <0,001 VAPRP
VASP X VNSP % <0,001 VASP
VASP X VNPRP # <0,001 VNPRP
VAPRP X VNSP # <0,001 VAPRP
VAPRP x VNPRP z <0,001 VNPRP
VNSP x VNPRP % <0,001 VNPRP

Quando confrontadas com o grupo G1 (sham) (42,81

60

+

2,80 ym3?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G5
(VNPRP) (23,47 £ 0,65 ym?), (Fig. 19 e tabela 3).

Area da fibra
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Sham VASP-En VASP-Ds VAPRP-En VAPRP-Ds VNSP-En VNSP-Ds VNPRP-En VNPRP-Ds
Figura 19 - Média da area da fibra (um?) no enxerto (En) e no coto

distal (Ds).

Tabela 3 - Resultados morfométricos da Area da Fibra (um?)
Grupos N Média Desv.Pad. cv
Sham 9 42.814 2.801 6.541
VASP-En 15 16.979 1.005 5.917
VASP-Ds 15 15.543 0.666 4.287
VAPRP-En 15 22.140 0.982 4.437
VAPRP-Ds 15 13.280 1.689 12.718
VNSP-En 15 15.534 0.586 3.773
VNSP-Ds 15 11.390 1.702 14.944
VNPRP-En 15 23.479 0.653 2.782
VNPRP-Ds 15 15.279 1.029 6.732

Area da fibra nervosa na regiéo do coto distal.
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No grupo G 1 (sham) a média geral foi de 42,81 (+ 2,80) ym?,
no grupo G2 (VASP) a média geral foi de 15,54 (+ 0,66) um?, no grupo G3
(VAPRP), a média geral foi de 13,28 (+ 1,68) um? no grupo G4 (VNSP), a
média geral foi de 11,39 (x 1,70) um? e no grupo G5 (VNPRP) foi de 15,27 (
1,02) um? (Fig. 20 e tabela 4).

Area da fibra - distal
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Figura 20 - Média da area da fibra

(um2?) no coto distal

Tabela 4 - Resultados morfométricos da area da fibra (um?)
distal (Ds).

(Ds) .

no coto

Grupos
VASP-Ds
VAPRP-Ds
VNSP-Ds
VNPRP-Ds

15
15
15
15

Média

15.
13.
11.
15.

543
280
390
279

Desv.Pad.
0.666
1.689
1.702
1.029
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AREA DA FIBRA - COTO DISTAL

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP £ <0,001 VASP
VASP x VNSP £ <0,001 VASP
VASP x VNPRP = = 0,445

VAPRP x VNSP # =0,008 VAPRP
VAPRP x VNPRP £ =0,002 VNPRP
VNSP x VNPRP £ <0,001 VNPRP

Quando confrontadas com o grupo G1 (sham) (42,81 + 2,80
pm?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G2 (VASP)
(15,54 + 0,66 um?2). Vide figura 19 e tabela 3 (com sham).

Diametro minimo da fibra nervosa naregidao do enxerto

Nos ratos do grupo G2 (VASP) a média do diametro
minimo das fibras nervosas em micrémetros, de quatro campos por lamina, na
regidao do enxerto, a média geral obtida foi de 5,14 (£ 1,51) um.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP) a média do didmetro minimo
das fibras nervosas em micrébmetros, de quatro campos por lamina, foi de 4,44
(£ 0,37) ym.

Nos ratos do grupo G4 (VNSP) a média do diametro
minimo das fibras nervosas em micrdmetros, de quatro campos por lamina, a
média geral foi de 3,55 (+ 1,55) um.

Nos animais do grupo G5 (VNPRP) a média do diametro
minimo das fibras nervosas em micrébmetros, de quatro campos por lamina, foi
de 4,56 (£ 0,81) um. (Fig. 21 e tabela 5).
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Didmetro minimo da fibra - enxerto
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Figura 21 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no enxerto (En).
Tabela 5 - Resultados morfométricos do didmetro minimo da fibra (um)
no enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 5.145 1.519
VAPRP-En 15 4.447 0.371
VNSP-En 15 3.554 1.558
VNPRP-En 15 4 .560 0.810

DIAMETRO MiNIMO DA FIBRA — ENXERTO

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valorde p Melhor técnica
VASP x VAPRP = =0,107

VASP x VNSP 3 =0,011 VASP
VASP x VNPRP = =0,215

VAPRP x VNSP Z =0,047 VAPRP
VAPRP x VNPRP = =0,639

VNSP x VNPRP Z =0,042 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (6,23

1+ 0,90 um), o grupo que apresentou a maior meédia aritmética foi o grupo G2
(VASP) (5,14 £ 1,51 ym) (Fig. 22 e tabela 6).
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Diametro minimo da fibra
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Sham  VASP-En VASP-Ds VAPRP-En  VAPRP-Ds ~ VNSP-En  VNSP-Ds  VNPRP-En  VNPRP-Ds

Figura 22 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no enxerto (En) e
no coto distal (Ds).

Tabela 6 — Resultados morfométricos do didmetro minimo da fibra (um)
Grupos N Média Desv.Pad. cv
Sham 9 6.2369 0.9061 14 .527
VASP-En 15 5.1450 1.5193 29.530
VASP-Ds 15 2.6294 0.4527 17.218
VAPRP-En 15 4.4470 0.3711 8.345
VAPRP-Ds 15 3.4289 0.6021 17.579
VNSP-En 15 3.5539 1.5584 43.850
VNSP-Ds 15 2.6527 0.7640 28.801
VNPRP-En 15 4.5600 0.8097 17.757
VNPRP-Ds 15 3.6342 0.4228 11.634

Diametro minimo da fibra nervosa na regido do coto distal.

Nos ratos do grupo G2 (VASP), a média dos didmetros
minimos das fibras nervosas em micrémetros de quatro campos por lamina, na
regido do coto distal, foi de 2,62 (£ 0,45) um.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média dos diametros
minimos das fibras nervosas em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi
de 3,42 (£ 0,60) pm.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP) a média aritmética do didametro
minimo das fibras nervosas em micrometros, de quatro campos por lamina, foi
de 2,65 (x 0,76) um.

José Sidney Roque




65

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média dos diametros
minimos das fibras nervosas em micrometros, de quatro campos por lamina, foi
de 3,63 (£ 0,42) um (Fig. 23 e tabela 7).

Diametro minimo da fibra - distal

' T
I I I I

VASP-Ds VAPRP-Ds VNSP-Ds VNPRP-Ds
Figura 23 - Média do didmetro minimo da fibra (um) no coto distal
(Ds) .
Tabela 7 — Resultados morfométricos do didmetro minimo da fibra (um) no
coto distal (Ds).
Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-Ds 15 2.6294 0.4527
VAPRP-Ds 15 3.4289 0.6021
VNSP-Ds 15 2.6527 0.7640
VNPRP-Ds 15 3.6342 0.4228
DIAMETRO MiNIMO DA FIBRA — COTO DISTAL
Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP # < 0,001 VAPRP
VASP x VNSP = =0,924
VASP x VNPRP # <0,001 VNPRP
VAPRP x VNSP # =0,007 VAPRP
VAPRP x VNPRP = =0,343
VNSP x VNPRP # =0,001 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (6,23
1 0,90 ym), o grupo que apresentou a maior media aritmética foi o G5 (VNPRP)
(3,63 £ 0,42 um). Vide figura 22 e tabela 6.
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Area da bainha de mielina na regido do enxerto

Nos roedores do grupo G2 (VASP), a média das areas da bainha
de mielina em micrbmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
11,97 (£ 1,36) um>.

Nos ratos do grupo3 (VAPRP), a média das areas da bainha de
mielina em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 16,76
(x1,05) um=.

Nos animais do grupo G4 (VNSP) a média das areas da bainha
de mielina em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi 12,76
(£ 1,32) um=2.

Nos ratos do grupo G5 (VNPRP) a média das areas da bainha de
mielina em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 18,36
(£ 1,69) um? (Fig. 24 e tabela 8).

Area da bainha - enxerto
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Figura 24 - Média da &area da bainha (um?) no enxerto (En).

Tabela 8 - Resultados morfométricos da area da bainha (um?) no enxerto
(En) .
Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 11.974 1.363
VAPRP-En 15 16.767 1.058
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VNSP-En 15 12.765 1.329
VNPRP-En 15 18.365 1.694
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AREA DA BAINHA — ENXERTO

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP * <0,001 VAPRP
VASP x VNSP = =0,132

VASP x VNPRP # <0,001 VNPRP
VAPRP x VNSP # <0,001 VAPRP
VAPRP x VNPRP # =0,006 VNPRP
VNSP x VNPRP * <0,001 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (33,05

+ 2,20 um?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G5

(VNPRP) (18,36 + 1,69 pm?) (Fig. 25 e tabela 9).

Area da bainha

7 H

257

15—

B owm = =

T T T T T T T T
Sham VASP-En VASP-Ds ~ VAPRP-En  VAPRP-Ds  VNSP-En VNSP-Ds  VNPRP-En  VNPRP-Ds

Figura 25 - Média da &rea da bainha (um?) no enxerto (En) e no coto
distal (Ds).

Tabela 9 - Resultados morfométricos da Area da Bainha de mielina (um?)

Grupos N Média Desv.Pad. Ccv
Sham 9 33.053 2.206 6.673
VASP-En 15 11.974 1.363 11.385
VASP-Ds 15 11.678 0.745 6.383
VAPRP-En 15 16.767 1.058 6.309
VAPRP-Ds 15 8.887 1.359 15.295
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VNSP-En 15 12.765 1.329 10.409
VNSP-Ds 15 5.765 1.389 24.099
VNPRP-En 15 18.365 1.694 9.221
VNPRP-Ds 15 11.699 0.835 7.139

Area da bainha de mielina na regifo do coto distal
Nos ratos do grupo G2 (VASP), a média aritmética das
areas da bainha de mielina, em micrdmetros quadrados, de quatro campos por
ldmina, foi de 11,67 (x 0,74) um>.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média das areas da bainha
de mielina, em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
8,88 (£ 1,35) ym>.

Nos animais do grupo G4 (VNSP), a média das areas da bainha
de mielina, em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
5,76 (+ 1,38) pm?2.

Nos roedores do grupo G5 (VNPRP), a média aritmética das
areas da bainha de mielina, em micrdmetros quadrados, de quatro campos por
lamina, foi de 11,69 (x 0,83) um? (Fig. 26 e tabela 10).

Area da bainha - Distal

I I I I
VASP-Ds VAPRP-Ds VNSP-Ds VNPRP-Ds

Figura 26 - Média da &area da bainha (um?) no coto distal (Ds).

Tabela 10 - Resultados morfométricos da a&rea da bainha (um?) no coto
distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-Ds 15 11.678 0.745
VAPRP-Ds 15 8.887 1.359
VNSP-Ds 15 5.765 1.389
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VNPRP-Ds 15 11.699 0.835

AREA DA BAINHA — COTO DISTAL

Comparagbes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP # <0,001 VASP
VASP x VNSP # <0,001 VASP
VASP x VNPRP = =0,947

VAPRP x VNSP # <0,001 VAPRP
VAPRP x VNPRP # <0,001 VNPRP
VNSP x VNPRP # <0,001 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (33,05
+ 2,20 um?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G5
(VNPRP) (11,69 £ 0,83 pm?). Vide figura 25 e tabela 9.

Espessura da bainha de mielina na regido do enxerto.

Nos ratos do grupo G2 (VASP) a média da espessura da
bainha de mielina, em micrdmetros, de quatro campos por lamina, na regidao do
enxerto foi de 1,43 (£ 0,58) um.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média da espessura da
bainha de mielina em micrédmetros, de quatro campos por lamina, foi de 1,26 (+
0,04) um.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP), a média da espessura da
bainha de mielina, em micrometros, de quatro campos por lamina, foi 0,97 (x+
0,55) uym.

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média da espessura da
bainha de mielina, em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 1,05
(£ 0,37) um. (Fig. 27 e tabela 11).
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Espessura da bainha - enxerto
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VASP-En VAPRP-En VNSP-En VNPRP-En

no enxerto

Figura 27 - Média da espessura da bainha (um)

Tabela 11 - Resultados morfométricos da espessura da bainha

enxerto (En).

(En) .
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Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 1.4344 0.5800
VAPRP-En 15 1.2642 0.0453
VNSP-En 15 0.9787 0.5597
VNPRP-En 15 1.0573 0.3740

ESPESSURA DA BAINHA — ENXERTO

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP = =0,284

VASP x VNSP # =0,044 VASP
VASP x VNPRP = =0,051

VAPRP x VNSP = =0,069

VAPRP x VNPRP # =0,050 VAPRP
VNSP x VNPRP = = 0,666

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham)

(1,76 £ 0,07 um) o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo

G2 (VASP) (1,43 + 0,58 um) (Fig. 28 e tabela 12).

Espessura da Bainha
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Figura 28 - Média da espessura da bainha (um) no enxerto (En) e no
coto distal (Ds).
Tabela 12 - Resultados morfométricos da Espessura da Bainha (um)
Grupos N Média Desv.Pad. Ccv
Sham 9 1.7677 0.0750 4.242
VASP-En 15 1.4344 0.5800 40.432
VASP-Ds 15 0.6385 0.1253 19.622
VAPRP-En 15 1.2642 0.0453 3.581
VAPRP-Ds 15 0.8018 0.1865 23.256
VNSP-En 15 0.9787 0.5597 57.189
VNSP-Ds 15 0.6210 0.3208 51.657
VNPRP-En 15 1.0573 0.3740 35.370
VNPRP-Ds 15 0.6316 0.3211 50.844

Espessura da bainha de mielina na regidao do coto distal

Nos ratos do grupo veia G2 (VASP), a média aritmética da

espessura da bainha de mielina, em micrédmetros, de quatro campos por

lamina, foi de 0,63 (x 0,12) pm.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média da espessura da

bainha de mielina, em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 0,80

(+0,18) um.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP), a média aritmética da

espessura da bainha de mielina, em micrédmetros, de quatro campos por

ldmina, foi de 0,62 (x 0,32) pm.

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média da espessura da

bainha de mielina em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi de 0,63 (+

0,32) um. (Fig. 29 e tabela 13).
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Espessura da bainha - distal
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VASP-Ds
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VAPRP-Ds
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VNSP-Ds

I
VNPRP-Ds

Figura 29 - Média da espessura da bainha (um) no coto distal (Ds).
Tabela 13 - Resultados morfométricos da espessura da bainha (um) no
coto distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-Ds 15 0.6385 0.1253
VAPRP-Ds 15 0.8018 0.1865
VNSP-Ds 15 0.6210 0.3208
VNPRP-Ds 15 0.6316 0.3211

ESPESSURA DA BAINHA — COTO DISTAL

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP £ =0,011 VAPRP
VASP x VNSP = =0,852

VASP x VNPRP = =0,942

VAPRP x VNSP = =0,078

VAPRP x VNPRP = =0,101

VNSP x VNPRP = =0,937

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham)

(1,76 £ 0,07 ym), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo
G3 (VAPRP) (0,80 + 0,18 um). Vide figura 28 e tabela 12.
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Nos animais do grupo G2 (VASP), a média aritmética das
areas dos axénios em micrédmetros quadrados, de quatro campos por lamina,
foi de 5,00 (£ 1,03) um=.

Nos ratos do grupo G3 (VAPRP), a média das areas do axénio
em micrédmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 5,37 (x 0,72)
Mm?2,

Nos animais do grupo G4 (VNSP), a média das areas do
axbénio em micrébmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 5,56 (+
0,65) pm>.

Nos roedores do grupo G5 (VNPRP), a média das areas do
axbénio em micrémetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 5,52 (+
0,48) um? (Fig. 30 e tabela 14).

Area do axdnio - enxerto

*

*

T I T I
VASP-En VAPRP-En VNSP-En VNPRP-En

Figura 30 - Média da &rea do axbnio (um?) no enxerto (En).
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Tabela 14 - Resultados morfométricos da &rea do axdnio (um?) no
enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 5.0053 1.0356
VAPRP-En 15 5.3723 0.7239
VNSP-En 15 5.5603 0.6504
VNPRP-En 15 5.5207 0.4807

AREA DO AXONIO — ENXERTO

Comparagbes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP = =0,287
VASP x VNSP = =0,101
VASP x VNPRP = =0,103
VAPRP x VNSP = =0,476
VAPRP x VNPRP = =0,528
VNSP x VNPRP = =0,856

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (9,76 +1,75
pm?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G4 (VNSP)
(5,56 £ 0,65 um?) (Fig. 31 e tabela 15).

Area do ax6nio

12

- **é %
T S

T I T T I T I I
Sham VASP-En  VASP-Ds  VAPRP-En  VAPRP-Ds VNSP-En  VNSP-Ds  VNPRP-En  VNPRP-Ds

2 *

Figura 31 - Média da &area do axb6nio (um?) no enxerto (En) e no coto
distal (Ds).
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Tabela 15 — Resultados morfométricos da Area do axdénio (um?)
Grupos N Média Desv.Pad. Ccv
Sham 9 9.760 1.752 17.947
VASP-En 15 5.005 1.036 20.690
VASP-Ds 15 3.865 0.650 16.822
VAPRP-En 15 5.372 0.724 13.473
VAPRP-Ds 15 4 .393 1.163 26.470
VNSP-En 15 5.560 0.650 11.696
VNSP-Ds 15 3.231 0.131 4.061
VNPRP-En 15 5.521 0.481 8.706
VNPRP-Ds 15 3.580 0.841 23.511

Area do axénio naregido do coto distal

Nos ratos do grupo G2 (VASP), a média das areas do
axoénio, em micrédmetros quadrados, de quatro campos por Iamina, foi de 3,86
(£ 0,65) pm?.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média aritmética das areas
do axénio, em micrdmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de
4,39 (£ 1,16) uym?2.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP), a média das areas do axénio,
em micrédmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 3,23 (x 0,13)
Mm?2,

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média das areas do
axoénio, em micrédmetros quadrados, de quatro campos por lamina, foi de 3,58
(£ 0,84) um? (Fig. 32 e tabela16).

Area do axdnio - distal
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Figura 32 - Média da &rea do axbnio (um?) no coto distal (Ds).

Tabela 16 — Resultados morfométricos da area do axdnio (um?) no coto
distal (Ds).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-Ds 15 3.8652 0.6502
VAPRP-Ds 15 4.3932 1.1629
VNSP-Ds 15 3.2312 0.1312
VNPRP-Ds 15 3.5801 0.8417

AREA DO AXONIO — COTO DISTAL

Comparagbes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP = =0,147

VASP x VNSP % =0,003 VASP
VASP x VNPRP = =0,349

VAPRP x VNSP 2 =0,002 VAPRP
VAPRP x VNPRP = =0,061

VNSP x VNPRP = =0,170

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (9,76
+ 1,75 um?), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo G3
(VAPRP) (4,39 £ 1,16 um?2). Vide figura 31 e tabela 15.

Diametro minimo do axdnio naregidao do enxerto

Nos ratos do grupo G2 (VASP), a média aritmética dos
diametros minimos do axénio, em micrdmetros, de quatro campos por lamina,
foi de 2,27 (£ 0,76) um.
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Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média aritmética dos
diametros minimos do axénio em micrébmetros, de quatro campos por lamina,
foi de 1,91 (£ 0,32) um.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP), a média aritmética dos
didmetros minimos do axdnio em micrometros, de quatro campos por lamina,
foi de 1,59 (+ 0,59) pm.

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média aritmética dos
didmetros minimos do axdnio, em micrémetros, de quatro campos por lamina,
foi de 2,44 (£ 0,45) um (Fig. 33 e tabela 17).

Diametro minimo do ax6nio - enxerto

27 - |
[ ]
1 I
T T T T
VASP-En VAPRP-En VNSP-En VNPRP-En
Figura 33 - Média do didmetro minimo do axénio (um) no enxerto (En).
Tabela 17 - Resultados morfométricos do didmetro minimo do axdnio (um)

no enxerto (En).

Grupos N Média Desv.Pad.
VASP-En 15 2.2761 0.7655
VAPRP-En 15 1.9186 0.3276
VNSP-En 15 1.5966 0.5951
VNPRP-En 15 2.4453 0.4566
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DIAMETRO MiNIMO DO AXONIO — ENXERTO

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP = =0,120

VASP x VNSP # =0,014 VASP
VASP x VNPRP = =0,484

VAPRP x VNSP = =0,088

VAPRP x VNPRP # =0,002 VNPRP
VNSP x VNPRP # <0,001 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham)
(2,70 £ 0,83 pm), o grupo que apresentou a maior média aritmética foi o grupo
G5 (VNPRP) (2,44 + 0,45 um) (Fig. 34 e tabela 18).

Diametro minimo do ax6nio

I T | [ T T I | I
Sham VASP-En  VASP-Ds VAPRP-En  VAPRP-Ds VNSP-En  VNSP-Ds  VNPRP-En  VNPRP-Ds

Figura 34 - Média do didmetro minimo do axbénio (um) no enxerto (En) e
no coto distal (Ds).
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Tabela 18 - Resultados morfométricos do didmetro minimo do axénio (um)
Grupos N Média Desv.Pad. Ccv
SHAM 9 2.7015 0.8306 30.746
VASP-En 15 2.2761 0.7655 33.634
VASP-Ds 15 1.3524 0.2487 18.387
VAPRP-En 15 1.9186 0.3276 17.075
VAPRP-Ds 15 1.8253 0.6786 37.177
VNSP-En 15 1.5966 0.5951 37.274
VNSP-Ds 15 1.4107 0.5150 36.505
VNPRP-En 15 2.4453 0.4566 18.673
VNPRP-Ds 15 2.3710 0.3127 13.187

Diametro minimo do ax6nio naregidao do coto distal.

Nos ratos do grupo G2 (VASP), a média aritmética dos
diametros minimos do axénio, em micrdmetros, de quatro campos por lamina,
foi de 1,35 (£ 0,24) um.

Nos animais do grupo G3 (VAPRP), a média aritmética do
didmetro minimo do axénio, em micrémetros, de quatro campos por lamina, foi
de 1,82 (+ 0,67) um.

Nos roedores do grupo G4 (VNSP), a média aritmética dos
didmetros minimos do axdnio, em micrémetros, de quatro campos por lamina,
foi de 1,41 (£ 0,51) um.

Nos animais do grupo G5 (VNPRP), a média aritmética dos
diametros minimos do axénio, em micrdmetros, de quatro campos por lamina,
foi de 2,37 (£ 0,31) um (Fig. 35 e tabela 19).

Diametro minimo do ax6nio - distal

Jc °




Figura 35 - Média do didmetro minimo do axdénio

Tabela 19 - Resultados

(Ds) .

no coto distal (Ds).
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(um) no coto distal

morfométricos do didmetro minimo do axdnio

(m)

Grupos N Média

VASP-Ds 15 1.3524
VAPRP-Ds 15 1.8253
VNSP-Ds 15 1.4107
VNPRP-Ds 15 2.3710

Desv.Pad.

0.2487
0.6786
0.5150
0.3127

DIAMETRO MiNIMO DO AXONIO — COTO DISTAL

Comparagdes/Grupos Iguais(=) ou diferentes(#) Valor de p Melhor técnica
VASP x VAPRP # =0,021 VAPRP
VASP x VNSP = =0,710

VASP x VNPRP z <0,001 VNPRP
VAPRP x VNSP = =0,093

VAPRP x VNPRP # =0,021 VNPRP
VNSP x VNPRP S <0,001 VNPRP

Quando os grupos foram confrontados com o G1 (sham) (2,70
+ 0,83 um), a melhor média aritmética foi a do grupo G5 (VNPRP) (2,37 £ 0,31
pum). Vide figura 34 e tabela 18.

No enxerto, analisando conjuntamente os atributos, o grupo

que melhor resultado teve foi 0 G5 (VNPRP), exceto na variavel espessura da

bainha de mielina. Enquanto o pior resultado em quase todos os atributos, foi o
grupo 4 (VNSP).

No coto distal, o grupo que obteve o melhor resultado foi G5

(VNPRP), exceto nas variaveis, espessura da bainha de mielina e area do
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axénio. Enquanto o pior resultado em quase todos os atributos foi o grupo G4
(VNSP).

Sob o aspecto histomorfométrico, o melhor grupo foi o G5
(VNPRP), seguido do grupo G3 (VAPRP) e G2 (VASP), e por ultimo, e pior, o
grupo G4 (VNSP). Demonstrando assim, que as veias quando preenchidas
com PRP promoveram melhores resultados do que as veias nao preenchidas.

Nos grupos G2 a G5, os valores numéricos das médias
aritméticas referentes aos enxertos, sempre foram maiores que as médias de

valores numéricos referente aos cotos distais.
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DISCUSSAO

DISCUSSAO DO METODO

O rato foi escolhido neste trabalho por apresentar a anatomia
e o processo de degeneragcdo e regeneragao dos nervos periféricos
semelhantes com a dos humanos (Ferreira & Ferreira, 2003). E por ser
animais de pequeno porte e facil acomodacao, possibilitou a utilizagcdo de um
“n” grande, fundamental para a confiabilidade, haja vista que o processo de
reparo nervoso € variavel. No contexto atual, de Ciéncias Biomédicas, a
utilizacdo de modelos experimentais tem sido muito importante para o
aperfeicoamento e comprovacado das técnicas utilizadas (Ferreira et al.,
2005).

O rato foi usado como modelo animal para a experimentagao
neste trabalho, e permitiu a manipulacdo adequada em todas as fases do
experimento. Este animal é muito utilizado em estudos de lesbes, reparagao e
regeneragao de nervos periféricos (Viterbo et al., 1994a, 1994b; Mackinon et
al., 1995; Foidart-Dessalle et al., 1997; Ferrari et al., 1999; Sondell et al.,
1999; Battiston et al., 2000; Kelleher et al., 2001; Rodrigues & Silva, 2001;

Costa et al., 2006). Logo, neste experimento utilizaram-se, ratos da linhagem
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Wistar, por serem animais resistentes, de facil manejo e com baixo custo de
manutencao (Bertelli et al. 1996; Ferreira & Ferreira, 2003).

Tratando-se de modelos experimentais, torna-se importante
conhecer a histologia do animal, a qual deve ser similar a da espécie
humana, ou seja, existir certa histocompatibilidade, usual dentro das
diferentes classes de vertebrados.

O modelo animal, deve obrigatoriamente permitir a avaliagéo
dos fenbmenos biolégicos naturais; induzidos ou comportamentais. Permite-
se assim, serem comparados aos fendmenos de biologia humana quando
posta em questéo (Ferreira & Ferreira, 2003; Fagundes & Taha, 2004).

Os pesquisadores preconizam que esses modelos animais
reunam condi¢des ideais, e que sejam mantidos em ambiente controlado. E
ainda, que atendam aos parametros de qualidades sanitaria e genética, uma
vez que sao “reagentes bioldgicos”, e os resultados dos experimentos podem
ser afetados em raz&o das condigdes bioldgicas de cada espécie (Ferreira et
al., 2005).

Neste trabalho escolheu-se o rato porque, dada a
uniformidade das amostras, se aceita um numero menor de individuos por
variaveis. Permite melhor controle, com menor volume anestésico, sendo
menores o custo e o espaco fisico disponibilizado em biotério (Ferreira et al.,
2005; Nahas & Ferreira, 2005).

O porte do animal utilizado tem relacéo direta com o custo do
experimento. Animais de pequeno porte como os roedores: camundongo,

cobaia e rato, exigem menor espago. A anestesia pode ser intraperitoneal ou
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intramuscular, e tais espécies sdo menos agressivas (Nahas & Ferreira,
2005).

No rato, o tecido celular subcutadneo € minimo, e geralmente
esta localizado na regiao inguinal (Nahas & Ferreira, 2005), sendo uma das
razbes do uso de rato albino neste estudo, o que facilitou os acessos
cirargicos as areas operadas.

Os animais usados eram todos machos, adultos, jovens, e no
dia da cirurgia todos apresentavam pesos similares. Optou-se ainda por ratos
da mesma espécie, linhagem e do sexo masculino, com o intuito de anular as
variaveis dos ritmos hormonais que ocorrem, com frequéncia, nas fémeas
(Lincoln, 1980; Carandente et al., 1989; Fraher et al., 1990).

Devido as variacbes do peso inicial e para a formacao dos
grupos experimentais, os animais foram sorteados, e operados, permitindo
uma distribuicdo teoricamente igual (Vieira & Hossne, 2001).

Foram utilizados animais adultos-jovens (180 a 250 gramas),
pois como mostra a literatura, com o avancar da idade, os aspectos
envolvidos em reparacgéo sédo mais demorados (Onne, 1962; Lundborg, 1987;
Pestronk et al., 1987; Navarro et al., 1988; Fraher et al., 1990; Sunderland,
1991; Vaughan, 1992; Canpolat et al., 1999; Battiston et al., 2000b; Tos et al.,
2000; Rodrigues & Silva, 2001; Barcelos et al., 2003; Ferreira et al., 2005).

Como modelo experimental, o rato € hoje o animal mais
utilizado em pesquisas envolvendo cicatrizagdo de tecidos e de 6rgaos ou
nos processos de regeneracéo tecidual (Fagundes & Taha, 2004).

O periodo pos-operatorio designado para o sacrificio dos

roedores foi de 12 semanas. Haja visto que varios autores demonstraram que
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em ratos da linhagem Wistar os maiores “escores” funcionais e
histomorfométricos medidos sao alcangcados entre a 8% a 122 semanas
(Fraher et al., 1990; Wang et al., 1993 e 1995; Foidart-Dessalle et al., 1997;
Canpolat et al., 1999; Battiston et al., 2000b; Tos et al., 2000, Karacaoglu et
al., 2001, Rodrigues & Silva, 2001; Barcelos et al., 2003; Walker et al., 2004;
Farrag et al., 2007).

A variabilidade de resultados em regeneragdo nervosa
periférica é grande e heterogénea (Karnes, et al., 1977; Kanaya et al., 1996;
Caplan et al., 1999), por isso houve a necessidade de uso de muitos animais
para cada variavel testada.

O tamanho da amostra foi de n=15 animais para cada grupo
experimental, e de 10 para o grupo controle (sham) sendo suficiente em
termos probabilisticos. Isso porque o teste ocorreu apenas em um momento,
ou seja, as 12 semanas pos-operatoria (Vieira & Hossne, 2001; Ferreira et al.,
2005; Nahas & Ferreira, 2005). Ocorreu 6bito de um animal no grupo sham.

A anestesia usada foi com uso de uma solugcao de 50% de
tiletamina e 50% de zolazepan a 3 mg/kg de peso administrada por via
intramuscular*, como foi descrito por Sheehan et al., (1996); Nicolino et al.,
(2003) e Tos et al., (2007). Embora muitos autores utilizaram outras drogas e
técnicas anestésicas como, por exemplo; uso de injecdes intraperitoneal de
pentobarbital sodico (Wang et al., 1993 e 1995; Verdu et al., 1995; Ferrari et
al., 1999; Rodrigues & Silva, 2001; Suri et al., 2002; Barcelos et al., 2003),
intraperitoneal de cetamina (Karacaoglu et al., 2001), intraperitoneal de
hidrato de cloral (Di Benedetto et al., 1998), intramuscular de cetamina

(Battiston et al.,, 2000b; Fornaro et al., 2001) e intramuscular de
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‘kylasina/cetamina” (Farrag et al., 2007). E também por entubagao
orotraqueal com halotano (Heath & Rutkowski, 1998; Canpolat et al., 1999;
Tos et al., 2000; Kelleher et al., 2001; Nishio et al., 2002).

O nervo ciatico do rato foi uma escolha para este estudo,
devido ao fato que os vasos intraneurais sdo semelhantes aos dos nervos
periféricos humanos. O nervo ciatico € o maior nervo do corpo, facilmente
acessivel e tem grande irrigagao sanguinea (Reina et al., 2000; Pachioni et
al., 2006).

O tamanho do espacgo criado cirurgicamente entre os cotos
proximal e distal (gap), em ratos, varia de acordo com o nervo enfocado, e

com os autores estudados.

O espaco (gap) de 10 mm foi realizado neste trabalho, corroborando com os
estudos de Wang et al. (1993 e 1995), Heath & Rutkowski (1998), Canpolat et
al. (1999), Ferrari et al. (1999), Karacaoglu et al. (2001), Rodrigues & Silva
(2001), Kelleher et al. (2001), Nishio et al. (2002) e Barcelos et al. (2003).
Entretanto, outros experimentos utilizaram “gaps” de 20 mm (Hadlock et al.,
1998; Ulkur et al., 2003), de 15 a 30 mm (Foidart-Dessale et al., 1997), de 8
mm (Sondell et al., 1999) e de 5 mm (Tos et al., 2000; Fornaro et al., 2001;

Costa et al., 2006).

* Telazol; Fort Dodge Laboratories, Fort Dodge®
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Quando ha grandes distancias entre os cotos nervosos (gaps)
os resultados exibidos na literatura sao precarios (Foidart-Dessale et al.,
1997). E quando se realiza o enxerto da veia vazia, ela tende a colabar
(Battiston et al., 2000b), e apresenta resultados inferiores aos dos enxertos
venosos preenchidos (Smith & Browne, 1998; Sondell et al., 1999; Canpolat
et al., 1999; Battiston et al., 2000b; Rutkowski & Heath, 2002), como também
ocorreu, ligeiramente, neste experimento. Neste trabalho os enxertos
nervosos quando a veia foi preenchida, os resultados obtidos também foram
melhores.

Na literatura consultada, os trabalhos ndo tiveram consenso
quanto ao comprimento maximo do “gap” que o enxerto pode cobrir e ser
viavel. “Gaps” variavam de 5 mm a 10 mm (Tos et al., 2000; Fornaro et al.,
2001; Karacaoglu et al., 2001; Costa et al., 2006), de 30 mm (Foidart-
Dessale et al.1997) e de até 45 mm em pesquisa de nervos em camundongos
(Verdu et al., 1995). Baseando-se na maioria dos experimentos utilizados, a
extensdo do “gap” aqui usada foi de 10 mm, como foi descrito anteriormente.

Nesta pesquisa optou-se por utilizar dois pontos de sutura no
epineuro em cada extremidade, com emprego de fio monofilamentar de nailon
10-0, dois colocados na extremidade do coto proximal e dois na extremidade
do coto distal, visando permitir melhor adaptagao da veia enxertada aos cotos
nervosos, de acordo com os trabalhos de Wang et al. (1993 e 1995) e
Foidart-Dessale et al. (1997). Diferindo de Mackinnon (1989), Lundborg et al.

(1994), Di Benedetto et al. (1998), Suri et al. (2002) e Nicolino et al. (2003),
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que utilizaram trés pontos, enquanto Guda et al. (1993), Karacaoglu et al.
(2001) e Tos et al. (2007) que usaram quatro pontos.

A escolha da veia jugular externa ocorreu por ser facil o seu
acesso e manipulagdo. Nesta mesma linha de raciocinio Wang et al. (1993 e
1995), Ulkir et al. (2003) e Ferrari et al. (1999) tiveram resultados
semelhantes aos deste estudo. O uso da veia jugular externa autéloga como
enxertia, nesta pesquisa, foi escolhida com base no acesso cirurgico e na
pouca morbidade causada ao segmento anatémico doador do animal (Ferrari
et al., 1999; Karacaoglu et al., 2001; Kelleher et al., 2001; Ulkiir et al., 2003).
Foidart-Dessale et al. (1997) utilizaram a veia cava inferior heter6loga de
animais doadores, que foram sacrificados. Entretanto, alguns autores usaram
segmentos de vasos arteriais, como artéria aorta, normais e ao avesso
(Rodrigues & Silva, 2001); de veia jugular externa ao avesso e de artéria
(aorta abdominal) heter6loga usada ao avesso (Barcelos et al., 2003) e de
veia epigastrica (Tos et al., 2007) obtendo resultados estatisticos similares.

Outros autores também utilizaram veias como enxertos para
reparacao nervosa periférica, em humanos, com varias distancias entre os
cotos nervosos (Battiston et al., 2000a; Pogrel & Maghen, 2001; Rodrigues et
al., 2004).

O uso de veias utilizadas como conduto na reparacdo de
enxertos nervosos periféricos, permitiu o seu preenchimento com substancias
e fatores que estimulam o processo de reparacao tecidual (Lundborg et al.,
1994; Ferrara & Davis-Smith, 1977; Foidart-Dessalle et al., 1997; Di
Benedetto et al., 1998; Smith & Browne, 1998; Sondell et al., 1998; Neufeld et

al., 1999: Battiston et al., 2000b; Fornaro et al., 2001; Ulkir et al., 2003;
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Braga-Silva et al., 2006; Luis et al., 2007; Tos et al., 2007). Neste trabalho
utilizou-se o PRP como material de preenchimento dos condutos venosos,
visando avaliar as técnicas. Notou-se que quando as veias eram preenchidas
com PRP, obtivemos as melhores médias. Coincidindo com alguns autores
que utilizaram outros tipos de preenchimentos. Os grupos experimentais que
apresentaram as melhores médias foram aqueles das veias preenchidas,
como também o foram nos estudos de Jenq & Coggehall (1987), Doolabh et
al. (1996) e Foidart-Dessalle et al. (1997).

O enxerto autdlogo de nervo periférico provoca morbidade na
area doadora, ja com enxerto venoso este déficit € menor (Ducker & Hayes,
1968; Battiston et al., 2000a). Aliado a este fato, nos casos de perdas
nervosas teciduais extensas, a técnica exige enxertos de diametro e
comprimento que as vezes sao incompativeis com os da area doadora
(Keeley & Nguyen, 1991; Brunelli et al., 1994; Karacaoglu et al., 2001;
Kelleher et al., 2001; Barcelos et al., 2003; Costa et al., 2006). A técnica aqui
utilizada permitiu boa adaptacdo ao didmetro do nervo, e também na
distancia entre os cotos nervosos, proximal e distal promovendo a unido entre
0os mesmos sem tensdo. A tensdo sabidamente prejudica a regeneragao
nervosa (Terzis et al., 1975; Millesi, 1991; Grant et al., 1999). Neste trabalho
tomamos este cuidado e apds o enxerto de nervo e aplicagdo da sutura, ndo
havia nenhuma tensao.

Na pesquisa médica, os estudos com modelos animais
permitem melhorar o conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das
doencgas, da agdo de medicamentos ou de efeitos das intervengdes cirurgicas

(Hochman et al., 2004). O delineamento e a realizagdo dos procedimentos
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cirurgicos foram padronizados, e obedeceram as normas de manejo de
animais preconizadas pelos devidos Comités de Etica em pesquisa, e

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).

Discussao dos Resultados

Aspectos macroscopicos

As dificuldades na marcha e a ocorréncia de automutilagcao
logo apds a secgado de nervo e reparagao com tubulizagdo com veia, foram
também observadas por Guda et al. (1993) e Di Benedetto et al. (1998). Esse
fato demonstrou ja inicialmente a efetiva falta de comunicacdo entre os cotos
nervosos seccionados. Entretanto ao curso de mais ou menos 4 semanas a
automutilagdo cessou, sendo provavel o inicio da comunicagao entre os cotos
nervosos. O restabelecimento fisico da conexdo entre os cotos nervosos
ocorreu em todos os animais neste trabalho, concordando com Ulkiir et al.
(2003), Wang et al. (1993 e 1995), Foidart-Dessalle et al. (1997), Karacaoglu et
al. (2001), Canpolat et al. (1999), diferente dos achados de Guda et al. (1993) e
Kelleher et al. (2001) que nao observaram o cessar deste fenbmeno em todos
os animais. Da mesma forma a autofagia ndo cessou em trés de oito animais
estudados por Barcelos et al. (2003) e em dois de sete animais estudados por
Di Benedetto et al. (1998) porém este ultimo autor usou a distancia (gap) de 25
mm entre os cotos nervosos.

Os resultados da automutilacdo evidenciam a desnervacéo,
especialmente na area sensitiva. Embora ndo tenha sido feita a analise
estatistica, chama a atencéo o baixo numero de animais do grupo G3 (VAPRP)
que praticaram a autofagia, seguido pelos animais do grupo G5 (VNPRP).
Nestes dois grupos o enxerto de veia foi preenchido com PRP. Talvez esta
substancia tenha permitido alguma comunicagéo entre o coto proximal e o coto
distal, até que ocorresse a regeneragcdo axonial. Este fato, que nos passou
desapercebido, € da maior importancia, merecendo estudos posteriores com

outras substancias. Se comprovada a eficiéncia de algumas delas, isto levara a
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resultados cirdrgicos mais precoces, permitindo reinervagdo muscular também
mais precoce, diminuindo-se assim, os periodos de desnervagao. Isto podera
mudar para melhor os resultados das correcdes de paralisia facial e outras

reinervacdes musculares de membros.

Discusséo dos aspectos Histoldgicos

Na por¢cao do enxerto nervoso, a fibras se encontravam
dispersas e mais concentradas na periferia. O nervo apresentou-se
multifasciculado, com alguns microfasciculos fora do lumen do conduto, como
também observado por Wang et al. (1993 e 1995), Di Benedetto et al. (1998),
Karacaoglu et al. (2001), Barcelos et al. (2003) e Ulkiir et al. (2003).

O segmento do enxerto nos grupos operados apresentou
tecido conjuntivo rico em fibras colagenas, mais concentradas no seu interior
do que na periferia, como foi relatado por Canpolat et al. (1999), Di Benedetto
et al. (1998) e Karacaoglu et al. (2001).

Em todos os grupos experimentais, os perineuros na regiao do
enxerto se apresentavam irregulares e delimitados, mas exibiam vasos
sanguineos no centro e na periferia, concordando com os achados de Di
Benedetto et al. (1998). Entretanto, no coto distal, os microfasciculos eram bem
delimitados pelo perineuro, tendo vasos sanguineos no centro e na periferia,
como foi descrito por Ulkir et al. (2003). Os fasciculos nervosos presentes no
coto distal eram menores do que os correspondentes da porgcédo do terco médio
do enxerto, como fora encontrado por Canpolat et al. (1999).

As bainhas de mielina no terco médio do enxerto eram de
espessura e tamanhos variados, como na descricdo de Wang et al. (1993 e
1995), Faidart-Dessalle et al. (1997), Canpolat et al. (1999), Karacaoglu et al.
(2001) e Barcelos et al., (2003). Neste experimento, todos os grupos
apresentavam as bainhas de mielina mais dispersas na regiao do enxerto do
que no coto distal como citado pelos autores Wang et al., (1993 e 1995),
Faidart-Dessalle et al. (1997), Di Benedetto et al. (1998) e Canpolat et al.

(1999). No coto distal as bainhas também eram mais concentradas e menores
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e tinham pouca ou nenhuma fibra nervosa, fora de seus respectivos
envoltorios.

Os microfasciculos foram encontrados proximo aos vasos
sanguineos do epineuro-perineruo, junto a camada de tecido adiposo, tendo
bainhas compactas e nitidas, fato este também observado por Wang et al.
(1993 e 1995), Foidart-Dessalle et al. (1997), Canpolat et al. (1999) e
Karacaoglu et al. (2001). E também Ferrari et al. (1999) que trabalharam com o
nervo safeno.

A arquitetura tissular mostrou-se diferente entre os segmentos
do enxerto e do coto distal. Na regido do terco médio do enxerto as estruturas
eram mais dispersas, enquanto no coto distal estas estruturas se
apresentavam mais compactas, e, por conseguinte menos espessas. Talvez
este fato, explique as diferencas macroscépicas dos didmetros observadas

neste trabalho, ou seja, o coto distal menor que o segmento do enxerto.

ASPECTOS HISTOMORFOMETRICOS

A discussdo dos resultados histomorfométricos foi realizada
principalmente quanto as médias aritméticas obtidas dos cotos distais, por ser
o principal objetivo do tratamento cirurgico. Isto ocorreu porque a maioria dos
autores que usaram veia em enxertos nervosos avaliaram este segmento distal
da area enxertada. Optamos por realizar a discussao por variaveis visando
tornar a discussdo mais didatica. Neste trabalho n&o utilizou outras variaveis
como o peso dos musculos, eletromiografia e o teste da caminhada que séo
variaveis importantes, porém fogem do escopo deste trabalho.

Para a analise morfométrica, o banco de dados foi construido
com medidas obtidas a partir de cortes transversais da regido mediana do
enxerto e da regido mediana do coto distal, como foi descrito em resultados,
para melhor padronizacao e repeticdo em trabalhos futuros.

Iniciamos a discussao pelo diametro minimo do axénio porque
esta variavel foi a mais enfocada entre os autores que estudaram enxertos
venosos, normal, e ao avesso e/ou preenchidos. As dimensdes do diametro

minimo nos cortes histoldgicos € pouco variavel, por esta razdo centralizou-se
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a discussdo em torno desta medida por ser mais fidedigna. Realizamos
praticamente toda a discussdo em torno do coto distal devido ser este
parametro o mais estudado entre os pesquisadores. E também por ser a regido
do coto distal mais importante no resultado final. Discutimos ainda a regido do
enxerto cujos resultados sobre ela foram também obtidos aqui.

Como nos estudos de Wang et al. (1993 e 1995) a porcao
proximal do enxerto apresentou-se diferente do coto distal, que era mais
delgado do que o segmento proximal, fato este também observado neste

trabalho.

DIAMETRO MINIMO DO AXONIO NO COTO DISTAL

Quanto ao grupo G1 sham apresentou média de 2,70 (+ 0,83)
Mm e a nossa melhor média obtida foi o grupo G5 (VNPRP), com 2,37 (+ 0,31)
pm. Foidart-Dessalle et al. (1997) encontraram no controle (lado contralateral) o
didmetro de 3,24 pym e no grupo operado 2,48 um, entretanto essa avaliagéo
ocorreu no periodo pos-operatorio de 6 meses. Di Benedetto et al. (1998)
obtiveram a média no grupo controle de 3,67 (£ 1,37) um e no grupo
experimental de 1,74 (x 0,91) um, com 12 semanas de pdés-operatério, tendo
usado também o lado contralateral como seu controle. Entretanto, Kelleher et
al.(2001) descreveram valores de 8,39 (x 0,21) um no grupo controle e de 3,21
(£ 0,05) ym no grupo de operados com veia normal sem preenchimento,
enquanto a nossa melhor média nessa variavel G4 (VNSP), no coto distal, foi
de 1,41 (£ 0,51) ym. Para a veia ao avesso, esses mesmos autores
encontraram 3,35 (+ 0,05) um, enquanto nés encontramos no grupo G2 (VASP)
a média de 1,35 (x 0,24) ym. Karacaoglu et al. (2001) encontraram 0,46 (
0,67) um nos operados com 12 semanas de pdés-operatério, ndo tendo
realizado grupo controle para esta variavel. Nas veias preenchidas, o grupo G5
(VNPRP) o resultado foi superior ao grupo G3 (VAPRP), talvez houve prejuizo
do PRP em contato com a camada adventicia da veia. Este fato é positivo do
ponto de vista cirurgico, pois facilita o trabalho porque ndo ha necessidade de
virar a veia ao avesso. Como na literatura n&o ha trabalhos similares com o

PRP, nao ha como comparar com outros autores.
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DIAMETRO MINIMO DA FIBRA NERVOSA NO COTO DISTAL

Neste estudo a média do didmetro minimo do grupo controle
G1 (sham) foi de 6,23 (+ 0,90) um e a melhor técnica foi o grupo G5 (VNPRP),
com média de 3,63 (x 0,42) um. Foidart-Dessalle et al. 1997 encontraram para
este parametro, no grupo controle 6,08 ym e em seu grupo operado com veia
normal, apos seis meses, a média de 3,82 uym, ou seja houve resultados
similares a este experimento. Os valores encontrados por Di Benedetto et al.
(1998), apods 12 semanas de pos-operatorio mostrou as médias de 6,79 (£ 2,0)
Mm no grupo controle e de 3,01 (x 1,01) um no grupo de operados. Barcelos et
al. (2003), obtiveram médias de 9,15 (x 0,73) um no controle e de 4,89 (+ 0,69)
Mm com veia ao avesso, mostrando em seu trabalho desvio padrdo maior no
grupo controle, do que o desvio padrédo do grupo dos animais operados,
concordando portanto com os dados deste estudo e com os de Di Benedetto et
al. (1998).

As médias aritméticas alcangadas no trabalho de Kelleher et al.
(2001) foram: para o grupo controle foi de 13,34 (+ 0,29) um e para os
operados com veia normal sem preenchimento foi de 5,65 (x 0,06) um e para
veia ao avesso 6,25 (+ 0,06) um, diferindo de nossos resultados. Isso tanto no
grupo controle quanto no grupo de animais operados, e um desvio padrao

muito baixo, que ndo € comum nas fibras nervosas normais e em reparacgao.

AREA DA FIBRA NERVOSA NO COTO DISTAL

A média obtida no grupo G1 (sham) foi de 42,81 (+ 2,80) ym? e
a melhor média ocorreu no grupo G2 (VASP) com 15,54 (+ 0,66) um?. Foidart-
Dessalle et al. (1997) mediram no grupo controle 32,06 ym?, e com seis meses
de pés-operatério obtiveram 12,35 pm?2. Neste quesito em nosso grupo controle
(G1) (sham) a média foi distante, entretanto, a média do grupo operado G2

(VASP) foi mais proxima.
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AREA DO AXONIO NO COTO DISTAL

No grupo G1 (sham) encontrou-se a média aritmética de 9,76
(x1,75) ym? e na melhor técnica observou-se as do grupo G3 (VAPRP), com
4,39 (x1,16) um?. Foidart-Dessalle et al. (1997), encontraram no grupo controle
a média de 9,26 ym?, e apds seis meses de pos-operatoérios 5,48 um?. Embora
num tempo pos-operatério maior, as suas médias ficaram bem préximas
daquelas obtidas em nosso estudo, em que se trabalhou com 12 semanas de

pos-operatorio.

ESPESSURA DA BAINHA DE MIELINA NO COTO DISTAL

No grupo G1 (sham) obtivemos a média de 1,76 (x 0,07) ym e
a melhor média conseguida foi no grupo G3 (VAPRP) com 0,80 (+ 0,18) um.
Foidart-Dessalle et al. (1997), encontraram no grupo controle a média de 1,43
pm e de 0,67 uym no grupo operado, com seis meses poOs-opeatorio, parecido
portanto com nossos resultados, apesar da diferenga nos periodos
experimentais. No trabalho de Barcelos et al. (2003) eles obtiveram uma média
aritmética no grupo controle de 1,81 (x 0,22) um e de 0,80 (£ 0,10) um no
grupo operado com veia ao avesso, sendo tais resultados muito proximos dos
encontrados neste estudo e com o mesmo tempo pds-opeatdrio. Entretanto,
Kelleher et al. (2001) encontraram médias diferentes tanto no grupo controle
que foi de 2,47 (£ 0,05) um, como no grupo operado, com veia ao avesso tendo
média de 1,44 (£ 0,02) ym e no grupo da veia normal obteve-se a média de
1,22 (£ 0,01) ym, também com 12 semanas de pos-operatorio.

Nesta mesma variavel testada, ao nivel do enxerto, 0 nosso
estudo encontrou a melhor média no grupo G2 (VASP) (1,43 = 0,58 um), e
Barcelos et al. (2003) também no enxerto, obtiveram a média de 1,10 (£ 0,34)
pMm com uso da técnica do enxerto venoso heterdlogo ao avesso, que foi similar

aos dados de nosso trabalho. No estudo de Barcelos et al. (2003), que também
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trabalharam com o segmento do enxerto e o coto distal, as médias numéricas
do enxerto sempre foram maiores do que aquelas obtidas no coto distal, como

ocorreu neste estudo.

AREA DA BAINHA DE MIELINA NO COTO DISTAL

A média aritmética da area da bainha de mielina obtida no coto
distal, no grupo G1 (sham), mostrou valores de 33,05 (£ 2,20) ym? e a melhor
média no grupo experimental no coto distal ocorreu no G5 (VNPRP) com 11,69
(x 0,83) um2 Entretanto, Foidart-Dessalle et al. (1997), tiveram no grupo
controle a média de 22,80 um? e no grupo experimental a média de 6,88 um?,
com seis meses de pés-operatério e 10,31 um? com um ano de pés-operatorio.

Embora alguns estudos avaliaram tempos pds-operatorios
diferentes, Di Benedetto et al. (1998), com 12 semanas e n=5, Foidart-Dessalle
et al. (1997) de 90 a 360 dias e n=3; Barcelos et al. (2003); com 12 semanas e
n=8, Karacaoglu et al. (2001) de 2 a 28 semanas e n=10 e Kelleher et al.
(2001), com 12 semanas e n=5, eles sdo concordantes em seus resultados,
quando, o experimento alcanga ao redor 120 a 150 dias, de poOs-operatorios.
Esses estudos concluem que quando o experimento atingiu o periodo de 12
semanas, as médias aritméticas das variaveis testadas, se estabilizaram, n&o
sofrendo acréscimo substantivo apds determinado espaco de tempo.

O uso do PRP esta sendo usado na odontologia para
incrementar os enxertos 0sseos previamente a colocagcdo de implantes, na
regeneragao tecidual guiada (Anitua, 2001; Marx, 2004; Wilson et al., 2006). O
uso em cirurgia reconstrutiva acelera a neovascularizagdo otimizando o
processo de reparagao das lesdes (Lucarelli et al., 2005).

Na cirurgia plastica o PRP tem sido utilizado para tratar mal

perfurante plantar em pacientes diabéticos, como apdsitos sobre as feridas, e
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associados aos enxertos parciais de pele com resultados animadores
(Vendrami et al., 2006).

Farrag et al. (2007), que trabalharam com neurorrafia do nervo
facial associado ao PRP, concluiram que ocorreram aumentos no numero de
axoénios, na area dos axbnios, na mielinizacdo e melhora nos testes
eletrofisiolégicos. Estes dados coincidem com os encontrados em neste
trabalho quanto aos aspectos histomorfologicos.

Nos atributos, area da bainha, area da fibra, didametro minimo
da fibra, didmetro minimo do axdnio as veias preenchidas apresentaram
melhores resultados tanto na regido do enxerto como no coto distal. Talvez o
preenchimento da veia impediu o colabamennto da sua luz, e permitiu uma
boa comunicagdo bioquimica entre os cotos nervosos, favorecendo assim a
reparacdo. E o bom resultado pode ser devido ao ndao colabamento da veia
promovido pelo PRP e/ou devido as caracteristicas do PRP.

Os resultados encontrados no presente trabalho aumentam as
perspectivas de recuperagao nervosa. O PRP é de facil obtencao, acessivel
economicamente, autélogo e isento de reag¢des antigénicas, assim como os
enxertos venosos. Isto encoraja-nos a prosseguir nesta de linha de pesquisa.

Embora os resultados aqui encontrados mostrem a
superioridade dos grupos com veias preenchidas com PRP, ndo podemos
afirmar que tal resultado deveu-se a esta substancia especificamente.

Trabalhos futuros esclarecerao este aspecto.

José Sidney Roque
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CONCLUSAO

Com o modelo experimental utilizado e o tipo de lesao
provocada, pudemos concluir que:

e Em todas as técnicas utilizadas os resultados foram superiores no
enxerto do que no coto distal.
¢ O nervo em regeneracao apresentou-se microfasciculado.

e Os resultados com veias preenchidas com plasma rico em plaquetas
apresentaram-se superiores do que as veias nao preenchidas.

e As veias normais preenchidas os resultados foram superiores as
veias ao avesso preenchidas.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE DE MARILIA - UNIMAR

PARECER

O grupo do trabalho indicado pelo Comité de Etfica
em Pesquisa, aprovou o protocolo de pesquisa “Avaliacao entre
as técnicas do enxerto venoso ao avesso e 0 enxerto venoso
preenchido com plasma rico em plaquetas em nervo periférico
misto de rato seccionado experimentalmente”, do aluno José
Sidney Roque, do Programa de Po6s-Graduagao (nivel Doutorado),
da Universidade Estadual Paulista UNESP/Botucatu-SP sob
orientagéo do Professor Dr. Fausto Viterbo de Oliveira Neto.

Tendo em vista a legislacao vigente, devem ser
encaminhados a este Comité relatorios referentes ao andamento da
pesquisa e ao seu término copia do trabalho desenvolvido.

A pesquisa em laboratorio estd sendo
desenvolvida no Biotério da Universidade de Marilia.

Marilia, 29 de outubro de 2004.

Prof. Dr/ Sosigenés,Victor Benfatti
Presidente/do Comité de Etica em Pesquisa da UNIMAR
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Marilia, 30 de novembro de 2006.
DE: Comité de Etica em Pesquisa em Humanos e Animais da

Universidade de Marilia — CEPHA — UNIMAR

PARA: Prof. Dr. José Sidney Roque

Prezado Senhor

Vimos comunicar que 0 projeto de pesquisa de V.S.
intitulado “ENXERTO VENOSO AO AVESSO E NORMAL
PREENCHIDOS COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM NERVO
MISTO DE RATO”, do Curso de Pés-Graduacdo em Cirurgia, orientado
pelo Prof. Dr. Fausto Viterbo, aprovado em 29/10/2004, pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UNIMAR, recebeu do Comité de Etica em
Pesquisa em Humanos e Animais - CEPHA - UNIMAR, de acordo com
seu artigo 9°, alinea a, parecer:

APROVADO

Sendo o que tinhamos a informar, subscrevemo-nos.

/Alaudjsamente,

José Sidney Roque




LISTA DE ABREVIATURAS

°C= grau centigrado

10X= cem vezes

20X= duzentas vezes

40X= quatrocentas vezes

4X= quarenta vezes

ANOVA= One-way analysis of variance

Apud = citado por

Aa= a alfa

AB= a beta

Ay=a gama

Ad= a bmega

BDNF= fator neurotréfico derivado do cérebro
BMP= proteina morfogenética 6ssea

cm= centimetros

CNTF= fator neurotrofico ciliar

COBEA= Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
Desv.Pad.= desvio padrao

DNA= &cido desoxirribonucléico

EGF= fator de crescimento epidermal

EGF= fator de crescimento epitelial

FGF= fator de crescimento de fibroblastos
FGFao= fator de crescimento de fibroblastos alfa
FGF-B= fator de crescimento de fibroblastos beta
G 1= grupo um

G 2= grupo dois

G 3= grupo trés

G 4= grupo quatro

G 5= grupo cinco

IFN-y= fator de crescimento homélogo a insulina gama

IL-1= interleucina um

José Sidney Roque
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IL-2= interleucina dois

IL-6= interleucina seis

m/seg= metros por segundo

M= molis

mg/kg= miligramas por quilo

mm/dia= milimetro por dia

mm= milimetros

mol/ml= moléculas por mililitro

N= numero de animais

nm= namoémetro

NGF= fator de crescimento nervoso

NT-3= neurotrofina trés

NT-4= neurotrofina quatro

NT-5= neurotrofina cinco

P= percentual

PDGF= fator de crescimento derivado das plaquetas

PDGFaa= fator de crescimento derivado das plaquetas alfa dois
PDGFaf3= fator de crescimento derivado das plaquetas alfa-beta
PDGFBB= fator de crescimento derivado das plaquetas beta dois
pH= potencial hidrogénio iénico

PRP= plasma rico em plaquetas

REG-= reticulo endoplasmatico granular

RNAmM = acido ribonucléico mensageiro

StDev= desvio-padrao

TGF= fator transformador de crescimento

TGFB1= fator transformador de crescimento beta um

TGFB2= fator transformador de crescimento beta dois

VAPRP= veia ao avesso preenchida com plasma rico em plaquetas

VAPRP-Ds= veia ao avesso preenchida com PRP - coto distal
VAPRP-En= veia ao avesso preenchida com PRP - enxerto
VASP= veia ao avesso sem preenchimento

VASP-Ds= veia ao avesso sem preenchimento - coto distal
VASP-En- veia ao avesso sem preenchimento - enxerto

VEGF = fator de crescimento endotelial vascular

José Sidney Roque
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VNPRP= veia normal preenchida com plasma rico em plaquetas
VNPRP-Ds= veia normal preenchida com PRP - coto distal
VNPRP-En= veia normal preenchida com PRP - enxerto
VNSP= veia normal sem preenchimento

VNSP-Ds= veia normal sem preenchimento - coto distal
VNSP-En= veia normal sem preenchimento - enxerto

Mm= micrémetro

pm2= micrémetro quadrado
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