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Reswmo-

Neste trabalho, propomos um modelo experimental para tratamento de lesdes
parciais do plexo braquial e estudamos a regeneracédo axonial em enxertos de nervo
suturados com neurorrafia término-lateral entre os troncos do plexo braquial, mais
precisamente entre o tronco superior e tronco inferior e entre tronco médio e tronco
inferior. Foram utilizados 30 ratos Wistar, adultos, machos, divididos nos grupos
Desnervado (GD), Neurorrafia (GN) e Controle (GC). Em um primeiro momento
cirurgico foi retirado um segmento de 1 cm do nervo cuténeo sural caudal direito. Em
seguida, realizada a avulsao total das raizes de C8 e T1(tronco inferior). No Grupo
Neurorrafia o enxerto de nervo autdlogo foi dividido em dois segmentos. Um
segmento fixado a face lateral intacta do tronco superior a ao tronco inferior
avulsionado, sem janela epineural, e o outro segmento fixado entre a face lateral do
tronco médio e tronco inferior. No grupo desnervado, somente foi realizada a
avulsdo do tronco inferior. O grupo controle ndo foi submetido a procedimento
cirurgico. Foi realizado o “Grasping Test” e também estudo eletrofisioldgico.
Amostras dos enxertos e musculo foram coletadas no periodo de 16 semanas apds
a cirurgia e processadas para microscopia optica. As imagens capturadas dos cortes
semifinos foram utilizadas para as analises quantitativas dos axdnios regenerados. A
observacao histolégica confirmou a presenca de axdnios mielinicos nos enxertos e
tronco inferior de ambos os grupos. A analise estatistica foi realizada com a Analise
de Variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Tukey, quando detectada diferenca
estatistica. No pods-operatorio tardio, o “Grasping Test” mostrou diferencas
estatisticamente significante entre os grupos, sendo GN > GD (p<0,001); GC> GD
(p<0,001); GN<GC (p<0,001). No estudo eletrofisioldgico, mostrou diferengas
estatisticamente significantes na amplitude, sendo (GN > GD (p=0,004); GC> GD
(p<0,001); GN<GC (p<0,001)). Quanto a area da fibra nervosa, a area do axénio e a
espessura da bainha de mielina, houve significancia, sendo GN < GC; GD < GC;
GN=GD (p<0,001). Em relacdo a area da fibra muscular do flexor superficial dos
dedos, a diferenga estatistica foi GD < GN (p<0,001); GN < GC (p<0,001); GD<GC
(p<0,01). Com o modelo experimental utilizado, concluiu-se que os troncos nao
lesados supriram os enxertos de nervo em ponte proporcionando a reinervagao do

tronco inferior no rato.

Palavras-chave: Plexo Braquial; Enxerto Autélogo;Neurorrafia término-lateral; Rato;
Nervo sural
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Abstract

In this work, we propose an experimental model for treatment of partially brachial
plexus injury and studied the regeneration of axons in nerve grafts sutured with end-
to-side neurorrhaphy between the trunks of brachial plexus, more precisely between
the upper and lower trunk and middleand lower trunk. We used 30adult, male rats,
divided in to groups denervated (DG), neuorraphy (GN) and control (CG). At first it
was surgically removed a segment of 1 cm of the right sural nerve. After perform the
total avulsion of the roots C8 and T1 (lower trunk). In NG the graft was divided into
two segments. A segment attached to the side of intact upper trunk to the lower
trunk avulsioned without epineural window, and another segment set between the
side of the middle trunk and lower trunk. In DG, was held to only avulsion of the lower
trunk. The CG was not undergo a surgical procedure. It was carried out "Grasping
Test" and also electrophysiological study. Samples of the grafts and muscle were
collected in the period of 16 weeks after surgery and processed for light microscopy.
Captured images of the thin cuts were used for quantitative analyses of regenerated
axons. The observation confirmed the presence of histological myelin axons in grafts
and lower trunk of both groups. The statistical analysis was performed with the
analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey test, when detected statistical
difference. In the late postoperative period, "Grasping Test" showed statistically
significant differences between groups, and NG> GD (p <0001); GC> GD (p <0001);
NG <GC (p <0001). In electrophysiological study, showed statistically significant
differences in scale, and (GN> GD (p = 0004); GC> GD (p <0001); NG <GC (p
<0001)). As the field of nerve fiber, the area of axons and thickness of the myelin
sheath, there was significance, and NG <GC; GD <GC; NG GD = (p <0001).
Regarding the area of the flexor muscle fiber surface of the fingers, the statistical
difference was GD <NG (p <0001); NG <GC (p <0001); ST <GC (p <0.01). With the
experimental model used, it was concluded that the intact trunk can give axons

through the grafts bridges to a partially injuried trunk.

Keywords: Brachial Plexus; Autologus Graft; End-to-side neurorraphy; Rat; Sural
nerve.
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1.1 Consideragoes Gerais

E datada do século 4 a. C. a primeira descricdo escrita do sistema
nervoso periférico, realizada por Hipdcrates, porém em seus ensinamentos, a
regeneragao dos nervos periféricos ndo existia. Ja a identificagcdo dos nervos,
distinguindo-os dos tenddes, foi realizada mais tarde por Herdfilo, que também
investigou os nervos da medula espinhal. Através dos séculos subsequentes, varios
trabalhos foram escritos sobre o sistema nervoso periférico (SNP), mas sem a
compreensao suficiente de sua anatomia, fisiologia e da capacidade regenerativa
(Thanos et al., 1998).

Ha mais de cem anos ja existiam relatos sobre trabalhos experimentais na
area de regeneragao nervosa, visando uma recuperacgéao funcional (Dellon & Dellon,
1993). Ainda hoje, as linhas de pesquisa de regeneragdo nervosa, perseguem 0O
objetivo maximo, que é a melhora clinica funcional de uma lesdo do nervo (Goheen-
Robillard et al., 2002; Menderes et al., 2002).

Agregando novos conhecimentos e modernas tecnologias nas areas de
genética, morfologia e molecular, tem sido possivel uma aplicagdo clinica mais
segura e eficiente das diferentes técnicas de reparo nervoso (Fu & Gordon, 1997;
Myckatyn et al., 2004).

1.2 Anatomia do Nervo Periférico

Nos nervos, além dos axoénios, temos outras estruturas diferentes que sao
coadjuvantes na nutricdo, protecdo e preservagao da continuidade de seus

elementos basicos funcionais (Da-Silva,1995a e 1995b).

A agregacado das fibras nervosas € realizada por meio de tecido
conjuntivo, que € constituido de fibras colagenas e algumas fibras elasticas
(Hollinshead & Rose, 1991).
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Cada fibra nervosa (ax6nio) é envolta por uma delicada camada de tecido
conjuntivo, denominada endoneuro, que apresenta nodos espessados, chamados
nodos de Ranvier (Erhart, 1965), onde encontramos fibras colagenas tipo Il (Da-
Silva, 1995b). No endoneuro ainda encontramos fibroblastos, destituidos de
membrana basal, células de Schwann, mastécitos e células endoteliais da rede

capilar endoneural (Montes et al., 1984 e Da-Silva, 1995a).

Ao redor dos fasciculos, que sdo conjuntos de fibras nervosas, ha um
envoltério denominado de perineuro, também formado de tecido conjuntivo e
fibroblastos dispostos em lamelas concéntricas que tem por fungao formar barreira
as substancias difusiveis, preservando o microambiente endoneural, e como barreira
mecanica as lesbdes externas. entre as camadas celulares foram observadas fibras

colagenas dos tipos | e lll (Peters et al. 1976; Montes et al. 1984)

O nervo pode ser formado por um ou varios fasciculos, todos envolto por
uma bainha, o epineuro. As trés camadas, endoneuro, perineuro e epineuro, sao
unidas entre si por meio de trabéculas conjuntivas, que também se unem aos tecidos
vizinhos. No epineuro, encontramos fibroblastos organizados em camadas
concéntricas e separados por fibras colagenas dispostas longitudinalmente, o que
reforca a estrutura do epineuro. As células epineurais apresentam perfil fusiforme e
nao apresentam lamina basal. O epineuro € uma camada ricamente vascularizada e
juntamente com o endoneuro sao responsaveis pela continuidade das fibras

nervosas, apresentando a funcao de protecao neural as lesdes externas.

Alguns axbnios podem estar recobertos por uma bainha lipidica,
denominada bainha de mielina, sendo assim classificadas como fibras nervosas
mielinicas e amielinicas. Na maioria dos nervos, as fibras nervosas tém diadmetro
maior que 2 um e possuem a bainha de mielina, caracteristica que nao se aplica as
fibras com menos de 1 ym, nas quais ndo se encontra essa bainha lipidica (Erhart,
1965; Brodal, 1984; Knoplich, 1986; Dangelo & Fattini, 1988; Gardner et al., 1988;
Galhardo, 1989; Carpenter 1991; Hollinshead & Rose, 1991; Erhart, 1992; Moore,
1992; Machado, 1993; Umphered, 1994; Burt, 1995; Gray, 1995; Da-Silva, 19953;
Latarjet & Ruiz Liard, 1996; Zigmond et al., 1999).
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Nos axoénios mielinicos, existem células ao longo do seu eixo,
denominadas de células de Schwann. Estas células sdo as responsaveis pela
formagédo da bainha de mielina e cada axénio esta relacionado com uma célula de
Schwann. Diferentemente, nos axénios amielinicos, as células de Schwann se
relacionam com um grupo variavel de 5 a 25 axénios, € ndo ha formagao da bainha
de mielina (Landon & Hall, 1976 e Peters et al., 1976).

1.3 Lesao do Nervo Periférico

As lesbes traumaticas dos nervos periféricos sao de grande importancia
clinica em vista de sua freqliente ocorréncia e das graves sequelas que podem
advir, principalmente na face e no membro superior (Ferreira et al., 1974), o que
clinicamente apresentam-se como paralisia, anestesia (Bunnell, 1927) e alteragdes

autonémicas (Ferreira, 1999).

Todo nervo possui um limite de distensibilidade sem sofrer danos, porém
quando ocorre esta lesdo, a consequéncia € a perda ou diminuicdo da sensibilidade
e/ou motricidade no territério inervado pelo nervo lesado (Weinstein & Herring,
1992).

Segundo Asbury & Johnson (1978), as classificagdes para as lesdes dos
nervos periféricos tém diferentes terminologias conforme as proposigdes de seus
autores: Haymaker & Woodhall (1953), Sunderland (1968) e Seddon (1943).

Na classificagdo de Seddon (1943), as lesdes dos nervos periféricos séo

divididas em trés graus, neuropraxia, axoniotmese e neurotmese.

Na neuropraxia ou lesdo leve, a conducdo do impulso nervoso é
bloqueada por uma lesdo exclusivamente na bainha de mielina do nervo (Ferreira,
1999). Como né&o existe comprometimento dos axénios, as chances de recuperagéo
funcional neste tipo de lesdo sdo altas (Lundborg, 1987 e Dimeglio, 1990). De
acordo com O’Sullivan & Schmitz (1993) trata-se de bloqueio local, interrompendo ou
retardando a conducédo através de um ponto especifico, sendo normal a condugao

acima e abaixo da lesdo. Nos testes de velocidade de conducgdo nervosa, pode-se
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detectar desmielinizagdo antes da degeneragcdo axonal, que pode ocorrer nos casos
de compressao prolongada. Clinicamente pode haver paralisia motora completa na
regidao do nervo atingido, com perda de sensibilidade ou ndo. A recuperagao é€,

todavia, espontanea, variando de dias a semanas (Watson-Jones, 1976).

Na axoniotmese, o impulso nervoso é bloqueado de forma acentuada por
seccao do nervo. O tempo de recuperacdao neste tipo de lesdo € maior quando
comparado a neuropraxia, porém a recuperagao funcional ainda existe (Lundborg,
1987 e Dimeglio, 1990). Segundo O’Sullivan & Schmitz (1993) o tubo neural esta
intacto, porém o axénio esta lesado, podendo ser um disturbio causado por uma
neuropraxia prolongada ou por uma lesao traumatica. A velocidade de condugao
nervosa dependera do numero de axdnios afetados. Se as fibras mais calibrosas
estiverem intactas, a velocidade de condugédo podera estar normal (Eyzaguirre &
Fidone, 1977). Este é o tipo mais comum de lesdo traumatica de nervo associada a

fraturas (Watson- Jones, 1976).

A neurotmese € o grau de lesdo mais grave, onde se observa transecgao
total do nervo, levando a interrupcdo da transmissdo do impulso nervoso. A
probabilidade de recuperagao funcional é muito pequena (Lundborg, 1987 e
Dimeglio, 1990). Como ocorreu ruptura do tubo neural, a condugdo nao passara
para o segmento distal a lesdo. Neste caso, ndo € possivel realizar teste de
velocidade de condugao, pois ndo pode ser promovida resposta evocada (O’sullivan
& Schmitz, 1993). A recuperacao neste tipo de lesdo nao ocorre espontaneamente,
sendo necessaria a reconstituigao cirurgica. Como a perfeita continuidade dos feixes
nervosos correspondentes nunca € conseguida, observa-se recuperagao limitada
(Watson-Jones, 1976).

Sunderland (1951) incluiu a classificagcdo de Seddon (1943) mais duas
classes de lesbes entre a axoniotomia e a neurotomia. De acordo com Sunderland
(1951), na lesdo do tipo |, chamada de neuropraxia por Seddon (1943), observa-se
prejuizo localizado na bainha de mielina. Como a continuidade dos axoénios esta

preservada, a recuperagao ocorre em semanas ou meses.
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Na lesao do tipo Il, chamada de axoniotmese por Seddon (1943), pode-se
observar o endoneuro preservado; nas lesdes do tipo lll, o perineuro preservado e
nas do tipo IV, o unico envoltério preservado € o epineuro. Nestes trés tipos de

lesdes ocorre a degeneragao dos axonios.

A leséo do tipo V, chamada de neurotmese por Seddon (1943), € a mais
grave devido a perda de continuidade do nervo, tornando-se necessaria intervengao

cirargica (Sunderland, 1951).

Na comparagdo das classificacbes de Seddon e Sunderland, realizada
por Lundborg (1987), temos que, nas lesdes tipo neuropraxia ou tipo |, pode haver
uma compressao local induzindo ao bloqueio reversivel da condugcdo metabdlica,
porém com preservacdo da continuidade e excitabilidade dos axbnios. Na
axonotmese ou leséo tipo Il, devido uma compressao mais intensa, resulta na perda
da continuidade axonial ao nivel da lesdo, mas com preservacdo do tubo
endoneural. A neurotmese ou lesdées tipos lll, IV e V de Sunderland (onde ocorreu o
envolvimento de endo, peri e epineuro, respectivamente) incluem a transec¢do com
perda de continuidade de alguns ou todos os elementos das fibras nervosas,

requerendo reparo cirurgico.

Houve a sugestdo de Mackinnon (1989) quanto a uma lesao tipo VI onde

se combinariam varios destes padrbes de lesdo acima.

Segundo Ide et al. (1983) a preservagao tanto das membranas quanto do
perineuro, apés uma lesdo, € fundamental para a regeneragcéo axonial, pois estes
atuam como tubos orientando os neuritos em crescimento. DeMedinacelli & Merle
(1991) afirmam que, se a continuidade fisica entre os cotos persiste, como ocorre
nas lesdes por esmagamento, a probabilidade dos novos axdnios crescerem atraves
do local da lesado, e dentro das bandas de Bungner ou tubos endoneurais € grande
(Fawcett & Keynes, 1990).

A regeneracdo de um nervo lesado depende de varios fatores, como o
tipo de neurénio (Brown, 1972 e Fu & Gordon, 1997), tipo de lesdo (Seddon, 1943;
Onne, 1962; Almqvist & Eeg-Olofsson, 1970; Sunderland, 1978; Almqvist et al.,
1983; Ide et al., 1983; Schaumberg, 1983), o tamanho do “gap” (Hems & Glasby,
1992; Watchmaker & Mackinnon, 1997; Hall, 1997) a idade do paciente (Bunnell,




Introducio 29

1927; Onne, 1962; Almquist & Eeg-Olafsson, 1970; Lundborg, 1987; Fawcett, 1992;
Bharalli & Lisney, 1990; Vaughan 1992), a tensdo aplicada ao nervo reparado
(Ferreira et al., 1974; Terzis et al., 1975; Sunderland, 1978; Mackinnon, 1989;
Watchmaker & Mackinnon, 1997) e da técnica adotada (Mackinnon, 1989;
Watchmaker & Mackinnon, 1997; Vicente et al., 1998a; 1998b; 1999; 2000).

Em uma lesdo do tipo neurotmese onde houve perda tecidual, com
intervalos intersegmentares longos (‘gap’), ou seja, entre os cotos proximal e distal
ou mesmo a auséncia de estruturas residuais do epineuro ou bainha de mielina
guiando o axdnio em regeneragao, ocorre como consequéncia falha na reinervagéao
do tecido-alvo, por nao direcionamento das fibras em crescimento, levando a
formagao de um neuroma. Este ultimo é formado pelo conjunto de fibras nervosas
em regeneragao - 0s neuritos - e tecido conjuntivo, refletindo a permanéncia de
residuos de degradagcdo nervosa e um crescimento axonial desorganizado
(Lundborg, 1987).

A probabilidade de axbnios crescerem com sucesso através do espaco
intersegmentar (‘gap’) € inversamente proporcional a distancia dos cotos proximal e
distal (Hall, 1997).

Em uma lesdo de nervo periférico, seja por esmagamento ou secgéao,
ocorrem mudangas celulares (Thomas & King, 1974 e Ide, 1982) e moleculares em
todo nervo, desde as células localizadas centralmente (Bunnell & Boyes, 1939;
McCallister & Calder, 1995; Fu & Gordon, 1997; Ferreira, 1999) até as periféricas
(Ferreira, 1999). Uma série de reacbes celulares coletivamente denominadas de
degeneragcao “Waleriana”, que dura aproximadamente duas semanas (Bunnell &
Boyes, 1939), acontece tanto no coto proximal como no coto distal (Stoll et al., 1989;
DeMedinaceli & Merle, 1991; Ferreira, 1999) sendo uma maneira de estabelecer um

meio adequado a regeneragao dos axénios (Fu & Gordon, 1997).
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1.4 Regeneragao do Nervo Periférico

No Sistema Nervoso Periférico as células da neuroglia e as células nao
neuronais, ndo possuem capacidade proliferativa, enquanto os neurbénios sao
altamente especializados. O sistema nervoso periférico, por suas caracteristicas
citolégicas e fisioldgicas, apresenta capacidade de regeneragdo maior que a do

sistema nervoso central (Frostick et al., 1998).

Imediatamente apds uma lesdo os axbénios apresentam intensa forca de
crescimento, o que nao ocorre em uma degeneragao avangada, onde as estruturas

endoneurais sao incapazes de responder (Roytta & Salonen, 1988).

E imprescindivel a sobrevivéncia do neurbnio, para que haja a
regeneragao nervosa e isso é dependente de trés fatores: o tipo de neurdnio, a
idade do paciente e a distancia da lesao ao pericario. As células nao neuronais
proximas ao corpo do neurbnio e do local da lesao axonial secretam e liberam
substancias denominadas fatores neurotréficos, que concorrem para a sobrevivéncia
do neurdnio apos a leséo (Brown, 1972; Asbury & Johnson, 1978; Bharali & Lisney,
1990; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Korsching, 1993; Da-Silva, 1995a; Fu & Gordon,
1997; Frostick et al., 1998).

Na escala de morte neuronal, os neurbnios motores espinhais sdo os
mais resistentes em comparacdo aos neurdnios espinhais sensitivos e cranianos
(Brown, 1972; Asbury & Johnson, 1978; Fu & Gordon, 1997). Nas lesdes em adultos,
a morte dos neurdnios sensitivos € menor em relagdo a animais neonatos e jovem
(Liuzzi & Tedeschi, 1991; Fawcett, 1992; Vaughan, 1992; Blottner & Baumgarten,
1994; Fu & Gordon, 1997; Watchmaker & Mackinnon, 1997). Existe com o avangar
da idade um pequeno decréscimo na velocidade de regeneracdo bem como no
brotamento axonial (Lundborg, 1987; Fawcett, 1992; Vaughan, 1992; Midroni et al.,
1995; Verdu et al., 1995). Este fato é evidenciado clinicamente, demonstrando uma
resposta bem mais satisfatéria ao reparo nervoso em pacientes mais jovens (Brown,
1972; Asbury & Johnson, 1978; Watchmaker & Mackinnon, 1997).
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Por sua vez, Bharali & Lisney (1990), através de estudos
eletrofisiologicos, verificaram a influéncia da idade no sucesso da regeneracéo
nervosa periférica em ratos. Concluiram que animais mais novos e adultos jovens
apresentaram melhor recuperacdo funcional quando comparados com 0s idosos,
nao por causa de um processo regenerativo mais eficiente, mas presumivelmente
pela maior capacidade do seu sistema nervoso central de se adaptar a novas
situagdes. Também Verdu et al. (1995) confirmaram esses dados em estudo
experimental, no qual compararam a influéncia do envelhecimento na regeneragéo
de fibras nervosas eferentes apds esmagamento, secgao do nervo e reparo término-
terminal e seccdo sem reparo. Constataram que, apds lesées de nervos periféricos,
a regeneragao axonial e a reinervagédo sdo mantidas durante a vida toda, mas com a
tendéncia de ser mais demoradas e levemente menos eficazes com o
envelhecimento.

Outro fator que tem efeito sobre o nervo periférico € a subnutricdo. Esta
afeta proporcionalmente o calibre e os microtubulos dos axénios nos animais em
desenvolvimento e adultos. A anatomia do axénio esta em equilibrio dindmico e os
microtubulos participam na especificagdo do calibre axonial (Faundez et al.,1990).

O neurdnio, apds qualquer tipo de lesdo, sofre mudancas morfoldgicas,
metabdlicas, fisioldgicas e genéticas, refletindo o esforgo dessa célula nervosa para
iniciar uma resposta efetiva que sustente o processo regenerativo (Ribaric et al.,
1991; Fawcett, 1992; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Frostick et al., 1998; Thanos
et al., 1998).

Em uma leséo, as extremidades seccionadas de um neurdnio se retraem
por varios milimetros, enquanto que o axénio transeccionado apresenta vazamento
do material axoplasmatico imediatamente apds a lesdo. Apds alguns minutos, o
axoplasma € isolado do material extracelular que o envolve, pela fusdo da
membrana axénica na superficie do corte. O fluxo axoplasmatico, nas duas direcdes,
persiste por algum tempo e, devido a isso, cada extremidade seccionada comeca a
edemaciar. Macréfagos migram para a area traumatizada, aonde vao fagocitar os
restos de tecido traumatizado (Burt, 1995).

Experimentos tém demonstrado que a regeneragdo somente se inicia com
a perda do contato do corpo com o axénio e subseqlente decréscimo dos fatores
derivados do tecido alvo, que alcangam o corpo celular através do transporte
retrogrado (Andrews, 1996; Ide, 1996; Frisén, 1997).
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Kanje (1991) sugeriu que no sitio da lesdo sao produzidas proteinas
“disparadoras” que sao transportadas retrogradamente para o corpo celular, onde,

através de um processo desconhecido, iniciam o processo regenerativo.

Kanje (1992) trabalhando com prepara¢des de nervo vago com ganglio
nodoso em cultura (in vitro) confirmou por meio de radiomarcadores protéicos, sua
hipétese, sobre "disparador" da reacdo do corpo celular, constatando que esta
reacdo € realmente iniciada por proteinas, entdo chamadas ‘regenerinas’,

sintetizadas no local do nervo lesado por células ndo necessariamente neuronais.

Um unico axénio pode dar de 50 a 100 brotos. Embora em média cinco
axbnios ‘filhos’ comecem a regenerar, alongando-se no coto distal até
estabelecerem contato com o alvo, apenas um nao € absorvido. O didmetro dos
axoénios em regeneragao aumenta progressivamente, mas nao alcangam o tamanho

normal, a menos que estabelecam conexdes funcionais (Fu & Gordon, 1997).

Os axbnios, uma vez regenerados, devem reencontrar e reinervar seu
orgao-alvo originario, que em contrapartida tem de estar apto a aceitar esta
reinervagao e se recuperar da atrofia proveniente da desnervacéo (Boyd & Davey,
1968; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Fu & Gordon, 1997).

Royttda & Salonen (1988) confirmaram que apds uma secg¢ao nervosa, o
endoneuro é ativamente remodelado durante os processos de regeneragcdo e
degeneracgdo. Essas mudangas parecem ser influenciadas pelo crescimento axonial.
Se a regeneragao axonial falha, mudangas endoneurais irreversiveis acontecem. O
nervo periférico pode ter um limitado e estereotipado meio para responder a
diferentes processos patoldgicos, nos quais células endoneurais, bem como colunas

de células de Schwann, tém um importante papel.

Na lamina basal dos nervos esta presente colageno do tipo IV, laminina,
proteoglicanas e fibronectina. Durante a regeneragdo axonial, algumas destas
moléculas, geralmente a laminina e a fibronectina, promovem o alongamento axonal
in vitro (Wang et al.,, 1992a e 1992b). Num contexto biolégico, as moléculas de
laminina cultivadas in vitro tém mostrado afetar diversos fendbmenos, como o de
divisao, difusdo, migracéo celular e a manutencao de fenoétipos diferenciados (Timpl
& Brown, 1994).
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1.5 Alteragoes Retrogradas

Quando um nervo é lesado, observa-se um conjunto de alteragbes no
corpo celular. Uma dessas alteracdes, chamada de cromatolise, € caracterizada pela
fragmentagdo em pequenos grumos dos corpusculos de Nissl e pelo intumescimento
do soma (Junqueira & Carneiro, 1999). Segundo Torvik (1976), a cromatdlise é a
desintegracdo da substéncia de Nissl, causada por dispersao dos ribossomas e
reticulo endoplasmatico rugoso pelo citoplasma e pelo aumento da basofilia. Em
alguns casos, o significado funcional dessas alteragcbes € obscuro, mas, geralmente,
acredita-se que elas representem eventos moleculares ligados a sintese protéica
(Fawcett & Keynes, 1990), aumento da sintese das subunidades das proteinas do
citoesqueleto (tubulina e actina) para a formagao de microtubulos e microfilamentos
necessarios ao crescimento do axénio, as fungdes do cone de crescimento
(Lundborg, 1987; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Watchmaker & Macckinnon,
1997), e ao transporte axoplasmatico (Fawcett & Keynes, 1990).

Observa-se também diminuigdo das proteinas do neurofilamento (no
estagio inicial do processo), necessaria ao aumento do didmetro axonial, mas nao ao
alongamento do axonio; declinio da sintese de enzimas e receptores relacionados
com a neurotransmissdao; aumento da sintese de proteinas associadas ao
crescimento axonial; excentricidade nuclear; e aumento dos volumes do nucléolo e
da célula (Lundborg, 1987; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Kanje, 1992; Da-Silva, 1995;
Kreutzberg, 1996; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Watchmaker & Mackinnon,
1997).

Os axbnios do coto proximal se degeneram até o primeiro nodo de
Ranvier proximal a lesdo, mas em seguida crescem e formam brotos que progridem
e penetram nessas colunas, que passam a funcionar como guia para os axoénios em
regeneragao (Da-Silva, 1995).

Ja as fibras nervosas mielinicas, apés a seccado, revelam extensas
mudancas, incluindo desorganizacdo de neurofilamentos, interrupcdo de
mitocondrias e do reticulo endoplasmatico liso. Subseqlentemente, vesiculas
redondas e tubulares preenchem a area da extremidade do coto. Membranas
aparecem, dividindo o axoplasma em compartimentos de tamanhos variados, que
sao gradualmente degradados (Miki et al., 1992).
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De acordo com Fu & Gordon (1997), as alteragdes observadas sao
indicadoras das mudancgas fenotipicas, onde o neurdnio lesado deixa a funcao de
transmitir impulsos e passa a desenvolver a fungdo de crescimento, ocorrendo a
indugdo da expressdo de GAP-43, CPGR, actina e tubulina T(1 e IIT], bem como a

repressao desses apos reinervacao do alvo (Fawcett, 1992; Kreutzberg, 1996)

Dependendo da distancia da lesdo em relagcdo ao corpo celular, este pode
reagir de forma variada, atingindo seu auge na segunda ou terceira semana poés-
trauma (Lundborg, 1987).

Segundo Ferreira (1999), a regeneracdo da fibra nervosa decorre do
crescimento do axénio, que implica aumento das atividades de biossintese do corpo
celular. A extremidade distal do ax6nio emite, por brotamento, numerosas
expansodes filiformes (cones de crescimento). Estes brotos axonais séao
prolongamentos protoplasmaticos que se originam no coto proximal dos axdnios e

atravessam o segmento lesado.

Cada ax6nio mielinico ou grupo de axdnios amielinicos com suas células
de Schwann estao envoltos por um tubo de lamina basal, que os separam do tecido
conjuntivo endoneural (Ide, 1983; Ide et al., 1983; Lundborg, 1987; Ide & Kato, 1990;
Liuzzi & Tedeschi, 1991; Da-Silva, 1995; Ide, 1996; Fu & Gordon, 1997; Thanos et
al., 1998).

A estrutura de lamina basal das células de Schwann serve como
condutos eficazes para o alongamento, a manutengcéo e a maturacédo dos axénios
em regeneracao (lde, 1983; Fu & Gordon, 1997; Thanos et al., 1998).

Em experimentos realizados com enxertos de segmentos nervosos pré-
degenerados e tratados em sequéncia por congelagao-descongelacao (Ide, 1983;
Ide et al., 1983), e apenas congelados ou tratados por congelagcao in situ (lde &
Kato, 1990), constatou-se que a lamina basal das células de Schwann serve como

guia para os axénios em regeneragao tanto quanto as bandas de Blngner.

A lamina basal das células de Schwann e o endoneuro sao formados por
varias moléculas que promovem o crescimento dos neuritos, que incluem a laminina,
o colageno tipo IV, as proteoglicanas de sulfato de heparana e a fibronectina

(Bunge, 1987; Fu & Gordon, 1997). Foi constatado que em cultura tecidual,
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fibronectina e laminina provéem extensdo dos neuritos, servindo como excelente
substrato para a migracao das células de Schwann dos cotos proximal e distal (Ide
et al., 1983; Barnes, 1985; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Albert et al., 1997; Thanos et al.,
1998).

Estudo de cultura de tecido com populagcdes de neurbnios e células de
Schwann, separadamente e em combinagado, indicou que um componente da
superficie do axoénio fornece um sinal mitogénico para as células de Schwann,
necessitando do contato célula-célula. Analises bioquimicas, ultraestruturais e
imunocitoquimicas mostraram que as células de Schwann em contato com axdnios
estdo aptas para gerar uma lamina basal e colageno fibroso, favorecendo a

regeneragao da fibra nervosa (Bunge, 1987).

A proliferacdo dessas células nas fibras amielinicas atinge seu pico no
segundo dia apds a lesdo e um dia mais cedo que nas fibras mielinicas (Fu &
Gordon, 1997).

Segundo Stoll et al. (1989), os macréfagos comegaram a penetrar no
nervo seccionado a partir do segundo dia, através de vasos sangulineos, migraram
para as fibras nervosas em degeneragcdo, aderindo-se a elas. Em seguida,
penetraram a lamina basal da célula de Schwann para ocupar uma posic¢ao intratubo
e realizar a fagocitose da mielina. Os dados experimentais mostraram que ambos,
célula de Schwann e macrofago, tém papel importante na degradagao e remogao da

mielina durante a degeneracgéo walleriana.

De fato, experimentos tém comprovado que a regeneracao € iniciada pela
perda do contato do pericario com o axdénio e subsequente decréscimo dos fatores
derivados do tecido alvo, que alcangam o corpo celular por transporte retrégrado
(Rotshenker et al., 1990; Liuzzi & Tedeschi, 1991; Andrews, 1996; Ide, 1996; Frisén,
1997).
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1.6 Alteragoes Anterégradas

Imediatamente apds a lesao, inicia-se no coto distal do nervo lesado um
processo autolitico caracterizado pela tumefagao e lise mitocondrial, desintegragao
dos microtubulos e neurofilamentos, intumescimento axoplasmatico, resultando,
finalmente, em fragmentagcédo do axénio (Schlaepfer & Micko, 1978). As terminagdes
axbnicas se intumescem, os neurofilamentos aumentam em numero e as
mitocondrias se rompem. A area de contato sinaptica € invadida por células de
Schwann. De acordo com Ferreira (1999), 48 horas apos a lesédo, alteragbes do
axoplasma levam a retragéo e posterior fragmentagcdo do axénio. A mielina comega
a fragmentar-se no dia seguinte a lesao, retraindo-se a partir dos nddulos de
Ranvier. Durante as duas ou trés semanas apos a leséo, todos os axdnios e bainha
de mielina do coto distal se desintegram e os restos sdo geralmente removidos,
predominantemente por macrofagos e pelas células de Schwann que desenvolvem
atividade fagocitaria (Bunnell & Boyes, 1939; O’daly & Imaeda, 1967; Williams &
Hall, 1971; Beuche & Fride, 1986; Pellegrino et al., 1986; Bigbee et al., 1987,
Lundborg, 1987; Stoll et al., 1989; Fawcett & Keynes, 1990; Madison & Archibald,
1994; Reichert et al., 1994; Fernandez-Valle et al., 1995; Perry et al., 1995; Son &
Thompson, 1995; Ide, 1996; Albert et al., 1997; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997;
Watchmaker & Mackinnon, 1997; Ferreira 1999).

Estudos imunocitoquimicos revelaram a infiltragdo de macréfagos em
nervos que foram transeccionados (Beuche & Friende, 1986; Stoll & Mueller, 1986;
Perry et al., 1987). As células de Schwann se dividem e comegam a organizar-se no
interior de tubos de membrana basal, de forma linear, formando as “bandas de
Blngner” (Bunnell & Boyes, 1939; Guth, 1956; Nathaniel & Pease, 1963a; 1963b;
Satinsky et al., 1964; Thomas, 1964; O’'daly & Imaeda, 1967; Weinberg & Spencer,
1978; Aguayo & Bray, 1980; Lundborg, 1987; Ide et al., 1990; Ide & Kato, 1990;
Griffin et al., 1993; Ide, 1996; Albert et al., 1997; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997,
Rodrigues & Silva, 2001). Esta explosao de atividade é combinada por uma
exuberante resposta celular do coto proximal onde os axénios danificados brotam
(Bunnell & Boyes, 1939; Brat & Aguayo, 1974; Yawo & Kuno, 1983) e as células de

Schwann e os fibroblastos endoneurais proliferam. A seguir, os axénios em
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regeneracgao invadem essas estruturas, justapondo-se entre a membrana plasmatica
das células de Schwann e a respectiva membrana basal (Bunge, 1981). A medida
que se restabelece a interacdo entre axbnio e as células de Schwann, inicia-se a
formagdo da bainha de mielina ao redor dos axénios. Concomitantemente a
reorganizagao do epineuro, perineuro e vasos sanguineos tendem a restabelecer a

homeostase do nervo (Oliveira, 1996).

Se o espago entre os cotos proximal e distal, conhecido como “gap”, for
muito longo, os axoénios regenerados terdo de transpor este territorio antes de
ganhar o lugar seguro de uma “banda de Bungner” (Chiu et al., 1982). A
probabilidade de esses axdnios crescerem com sucesso através do “gap” diminui a
medida que o comprimento deste aumenta (Hall, 1997) e, segundo Bunnell & Boyes
(1939), somente uma pequena quantidade de fibras nervosas conseguem atravessar

os “gaps” com mais de dois centimetros de comprimento.

1.7 Fatores Neurotroéficos

Em 1928, Cajal referia que o crescimento nervoso é direcionado por um
gradiente bioquimico onde as fibras nervosas em regeneragdo sdo guiadas por um
trofismo quimico até o érgédo alvo. Sendo esse gradiente bioquimico, mencionado
como fator neurotréfico, que sado constituidos por um grupo heterogéneo de
polipeptideos e, através de receptores especificos, agem no desenvolvimento,
sobrevivéncia e manutencdo de neurbnios (Da-Silva, 1995a e Yuen & Mobley,
1995).

Esses fatores neurotréficos sdo produzidos no decorrer da degeneragao
walleriana e da proliferacdo das células de Schwann, no intuito de os axénios em
regeneracao estenderem-se ao longo do gradiente dessas substancias no interior do
coto distal (Lundborg et al., 1994a; Da-Silva, 1995; Ide, 1996; Frostick et al., 1998;
Thanos et al., 1998; Grothe & Nikkhah, 2001).

Segundo Friedman et al, 1992, as células de Schwan mielinizadas e nao

mielinizadas possuem diferentes padrdes para formacao de fatores neurotroficos.
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As substancias tréficas promovem a sobrevivéncia neuronal por meio de
multiplos efeitos. Elas se ligam a receptores especificos, sendo interiorizadas e
transportadas retrogradamente pelo axénio até o corpo do neurdnio (Heumann,
1987; Barde, 1989; Korsching, 1993; Lundborg et al., 1994a; Da-Silva, 1995; Grothe
& Nikkhah, 2001).

Como fatores neurotréficos, tém-se as neurotrofinas, aqui incluidos o fator
de crescimento nervoso, o fator neurotréfico derivado do cérebro, as neurotrofinas 3,
e 4/5; as citocinas neuropoiéticas, com o fator neurotréfico ciliar, IL-6, a oncostatina
M e o LIF; os fatores de crescimento tipo insulina (IGFs) | e Il; os fatores de
crescimento fibroblastico acido e basico (FGFa e b); e outros (Korsching, 1993; Da-
Silva, 1995; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Frostick et al., 1998; Thanos et al.,
1998; Grothe & Nikkhah, 2001).

Recentes experimentos tém demonstrado que o neurotrofismo néao
somente existe, mas que um alto grau de especificidade esta associado a ele
(Lundborg et al., 1986; Mackinnon et al., 1986; Mackinnon 1989).

Fatores derivados de outros neurbnios e hormonais também foram

encontrados influenciando a sobrevivéncia neuronal (Liuzzi & Tedeschi, 1991).

A regulagao de fatores neurotréficos no coto distal dos nervos lesados e o
retorno ao nivel normal apds regeneracédo axonial e reinervagéo do 6rgao alvo tém
conduzido a associagéo destes fatores com a regeneracéo (Richardson & Ebendal,
1982; Meyer et al., 1992; Funakoshi et al., 1993). Embora um efeito direto destas
moléculas sobre a regeneragado axonial tem sido frequentemente buscado, uma
evidéncia crescente indica que estas moléculas atuam diretamente na promogao da
sobrevivéncia dos axbnios axotomizados e indiretamente sobre axbnios em

regeneragao via células ndo-neurais (Fu & Gordon, 1997).

Estudos in vitro mostram o efeito de fatores neurotroficos na
sobrevivéncia dos varios tipos neuronais que compdem o sistema nervoso periférico
(McMahon et al., 1995).

De acordo com Andrews (1996), no sistema nervoso autbnomo, o trofismo
do tecido alvo sobre seus neurdnios diminui a medida que aumenta a idade do

paciente, possivelmente como resultado de uma diminuigdo da disponibilidade de
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fatores neurotréficos derivados do alvo, bem como do fator de crescimento nervoso.
De acordo com Muragaki et al. (1995) a exata localizagdo dos pontos de sintese
tecidual dos fatores neurotroficos € de suma importancia para determinar suas acoes

in vivo na manutengao e regeneragao do sistema nervoso periférico.

O fator de crescimento nervoso (FCN ou NGF), descoberto ha mais de 40
anos, € produzido pelos neurbnios simpaticos e sensitivos e certos tipos de
neurdnios colinérgicos centrais, servindo como suporte adicional a sobrevivéncia
neuronal (Heumann, 1987; Korsching, 1993; Blottner & Baumgartem, 1994; Ide,
1996; Fu & Gordon, 1997; Thanos et al, 1998; Yin et al., 1998).

A taxa de sintese do FCN em células da bainha do nervo periférico é alta
durante o desenvolvimento e cai durante a maturidade. Entretanto, eleva-se outra

vez transiente apds a lesao nervosa (Korsching, 1993).

Em axdnios que sofreram secc¢éo, a produgcdo de FCN atinge o maximo
24 horas apos e mantém niveis elevados pelo menos até duas semanas apos a

lesdo (Heumann, 1987).

Em experimentos, onde se injetava FCN exdgeno proximo a terminagéo
seccionada do nervo isquiatico e em reparo com tubo de silicone, observou-se a

recuperacao de 100% dos axénios que morreriam (Liuzzi & Tedeschi, 1991).

A aplicacdo do FCN diretamente no musculo, apds o reparo através da
técnica de neurotizagdo muscular direta, levou a resultados funcionais e
morfométricos melhores, comprovando os efeitos positivos dessa neurotrofina na

regeneragao nervosa (Menderes et al., 2002).

O fator neurotrofico cerebral (BDNF) é efetivo na sobrevivéncia e
crescimento ndo sé de neurdnios sensitivos e simpaticos, como também do neurdnio
motor somatico (Ide, 1996; Yin et al., 1998). Possui 120 aminoacidos e mostra 54%
de homologia ao fator de crescimento nervoso e, como esse, resgata neurbnios

sensitivos da morte celular que ocorreria naturalmente (Yin et al., 1998).

Os fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) sao proteinas heparina-
ligante, produzidos pelas células de Schwann, potentes promotores da sobrevivéncia
neuronal (Liuzzi & Tedeschi, 1991; Ide, 1996; Fu & Gordon, 1997), indutores de
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angiogénese e do crescimento de neuritos, aléem de mitégenos para as células de
Schwann (Liuzzi & Tedeschi, 1991; Fu & Gordon, 1997). Sua aplicagdao em tubos
sintéticos ou de colageno aumentou a regeneragao nervosa periférica (Fields et al.,
1989; Watchmaker & Mackinnon, 1997; Trigg et al., 1998).

Os fatores de crescimento tipo-insulina (IGFs- | e Il), que sdo proteinas
soluveis, quando injetados localmente ap6s esmagamento do nervo, promovem o
crescimento dos neuritos em neurbnios sensitivos, simpaticos e motoneurdnios in
vitro e elevagcédo da taxa de regeneragao (Liuzzi & Tedeschi, 1991; Fu & Gordon,
1997). Existem evidéncias de que o fator | de crescimento tipo-insulina medeie a
interacdo das glicosaminaglicanas da lamina basal com a laminina e com varios
outros fatores de crescimento, estimulando o crescimento nervoso e
consequentemente a formacédo de neuritos e a reinervagdo muscular (Gorio et al.,
1998a e b).

Thanos et al. (1998) estudaram o fator de crescimento epidermal (EGF),
que € um polipeptidio e tem sido estudado como estimulador da proliferacédo celular,
com evidéncias de sua localizagao no cérebro de ratos. Ele foi isolado na glandula
submandibular. Como um fator angiogénico, o fator de crescimento da célula
endotelial (ECGF) foi testado e resultou em melhor condugédo nervosa, bem como

aumento da vascularizagdo em enxertos nervosos (Smith & Browne, 1998).

Pela importancia dos horménios da tiredide no crescimento,
principalmente no desenvolvimento, na maturacido do sistema nervoso central € no
desenvolvimento dos nervos periféricos, € provavel que a triiodotironina (T3) regule a
expressao de genes de um ou mais fatores de crescimento, da matriz extracelular ou
das moléculas de adesdo, os quais estimulam a regeneragdo nervosa periférica
(Barakat-Walter, 1999).

Segundo Fu & Gordon (1997), ha pouca comprovagao dos efeitos diretos
dos fatores neurotréficos sobre o crescimento axonal in vivo, embora in vitro tenham-
se extensas evidéncias. Assim, hoje se sugere que os efeitos desses fatores sejam
por via paracrina ou autécrina em células ndo neuronais do coto distal e ndo por

efeitos diretos nos axénios em regeneracao.
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A regeneragao nervosa esta sob a influéncia mecanica da orientacéo de
contato e do neurotropismo e neurotrofismo. Enquanto o neurotrofismo implica na
habilidade de influenciar na maturagcdo do nervo, o neurotropismo influencia a
regeneragao direcional do nervo e depende da distancia entre os segmentos

proximal e distal do nervo (Mackinnon, 1989).

Alguns pesquisadores constataram influéncia quimiotatica do coto
nervoso distal degenerado, sendo que este atrairia as fibras em crescimento do coto
proximal. O termo quimiotaxia ou neurotropismo foi introduzido significando
crescimento preferencial dos axdnios em direcdo a uma fonte distante de liberagao
quimica. O neurotropismo exibe um alto grau de especificidade de reinervagao, que
pode ocorrer em dois niveis, na habilidade do axénio em encontrar o caminho
adequado para o seu alvo e do préprio orgao-alvo. Tanto as células do coto nervoso
distal como as do tecido alvo secretam substéncias, os fatores neurotroficos,
capazes de atrairem os axdnios em regeneragdo em sua diregao, constituindo um
elemento determinante do sucesso da regeneracdo nervosa periférica e da
recuperacdo funcional (Lundborg et al., 1982; Lundborg, 1987; Mackinnon, 1989;
Kummer, 1992; Da-Silva, 1995; Yuen & Mobley, 1995).

Existem evidéncias da influéncia neurotréfica exercida por moléculas da
lamina basal de fibras musculares nas fibras nervosas (Mackinnon et al., 1988 e
Liuzzi & Tedeschi, 1991).

Essa influéncia neurotrofica e neurotréopica do tecido-alvo, através da
secrecao de substancias que sao transportadas retrogradamente para o corpo
neuronal foi comprovada em diversos estudos (Lundborg, 1987; Liuzzi & Tedeshi,
1991; Kummer, 1992; Ide, 1996; Frisén, 1997; Fu & Gordon, 1997; Watchmaker &
Mackinnon, 1997). Também ha evidéncias de influéncia neurotrépica exercida por
moléculas da lamina basal de fibras musculares (Mackinnon et al., 1988; Liuzzi &
Tedeschi, 1991).

Varios experimentos foram feitos com tubos em “y” de silicone, para
determinar o efeito desses fatores e suas influéncias sobre o crescimento axonal
(Politis et al., 1982; Ochii, 1983; Williams et al., 1984; Lundborg et al., 1986;
Mackinnon et al.,, 1986). Nestes experimentos, o0s axbnios cresceram

preferencialmente em direcdo ao tecido nervoso quando comparados com tecido
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tendinoso ou tecido de granulagdo. Existem razbes para acreditar-se que a
proliferacdo das células de Schwann no coto distal associada com determinadas

substancias poderiam atrair os axénios em regeneracao (Lundborg, 1987).

Sanes et al. (1978) propuseram que a lamina basal da fibra muscular, ou
substancias a ela associadas, atuam estimulando e direcionando os cones de

crescimento para os sitios onde existiam as jun¢gdes mioneurais.

Com o desenvolvimento de novas técnicas e refinados métodos para
avaliacao do crescimento axonial, muitas opinides estdo mudando. Observagcbes em
experimentos in vivo e in vitro indicam que o neurotrofismo pode ser importante
mecanismo na regulagdo dos axbnios regenerados dentro de certas circunstancias
(Ebendal & Jacobsen, 1977; Letourneau, 1978; Lumsden & Davies, 1983;
Gundersen & Barrett, 1979)

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.

1.8 Técnicas de Reparagao

Em 1927, Babcock definiu para tratamento cirdrgico da lesdo do nervo

periférico a neurdlise, a sutura direta e o enxerto nervoso.

Através da exploragao intraneural, determina-se o tipo de tratamento, pois
€ 0 passo mais importante de uma operagdo em um nervo lesado (Babcock, 1927;
Mackinnon, 1989). Falhas nessa etapa tém levado n&do s6 a deficiéncias no
tratamento operatério, como produzido sérios erros nas conclusdes estatisticas de

varios cirurgides (Babcock, 1927).

No reparo do nervo periférico, Mackinnon (1989) considera que trés areas
importantes merecem ser discutidas, que s&o: a identificacdo funcional dos
fasciculos ou mapeamento fascicular, o papel da neurdlise interna e o dilema da

continuidade interna do neuroma.
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A simples remocéo de tecido cicatricial ou de estruturas que possam
estreitar ou comprimir o nervo periférico € denominado neurdlise (Babcock, 1927).
Esta pode ser externa, quando a remocgao de tecido € fora do epineuro, liberando-o
de aderéncias aos tecidos adjacentes, e interna ou fascicular, quando o epineuro é
aberto e a remocao do tecido cicatricial é realizada entre os fasciculos. A neurdlise é

indicada nas lesbes em continuidade do nervo, quando nao ha ruptura do mesmo.

A realizacdo de uma neurorrafia, em lesées do nervo periférico € indicada
quando houve uma interrup¢cdo da continuidade, sem perda de tecido, tornando
possivel a aproximagao direta dos cotos (Braun, 1982). A ndo tensdo na sutura, de
acordo com Terzis et al. (1975) e Sunderland (1978), é fundamental para prevenir a

isquemia e a fibrose.

Para obtencdo de resultados satisfatérios em um reparo de nervo
periférico, € fundamental a utilizacdo de equipamentos como lupa ou microscopios
que permitam a magnificacdo, do uso de materiais adequados e especificos, de
conhecimento da técnica microcirurgica, reparo primario sempre que possivel e,
quando do reparo secundario, realiza-lo dentro de até trés semanas, com
aproximacao dos cotos livres de tensdo. Se necessario deve-se optar pela
interposicéo de enxerto quando houver perda de tecido nervoso (‘gaps’) e realizar a
reeducagdo sensitiva e motora para maximizar os resultados (Mackinnon, 1989;
Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Smith em 1964 introduziu o uso do microscopio para melhor visualizagcao
e assim auxiliar na reparacao de lesdes nervosas periféricas, levando a obtengdes

de melhores resultados funcionais.

A regeneracgao nervosa € diretamente ligada a tensao existente no local
da neurorrafia. Em estudo experimental realizado por Maeda et al. (1999), estes
autores encontraram, que a tensdo na linha de sutura levou ao aumento de Na, Cl e
K no axoplasma e consequentemente ao aumento da pressao fluida endoneural
(PFE). Provavelmente, esta diminuicdo do mecanismo de transporte desses

elementos e o aumento da PFE afetem a regenerag&o nervosa.
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Zhang et al. (2001) em seu trabalho relatou que a tensao elevada no
nervo, apos reparo término-terminal, levou a debilitada recuperacao funcional e a um

decréscimo significante no didmetro do axdnio.

Em estudo sobre as mudangas na estrutura dos nervos periféricos apés
lesédo, Toby et al. (1996) sugerem que um reparo término-terminal deveria ser
realizado na época da lesdo, pois, apds apenas uma semana, rigidez significante
desenvolveu-se no segmento distal do nervo, o qual pode resultar em aumento na

tensdo no local do reparo.

Dentre as varias técnicas de reparo de nervo periférico, existem aquelas
que utilizam tecidos diversos do tecido nervoso para unir ou envolver as
extremidades do nervo lesado. Assim tém-se a membrana cartilaginea (Bunnell &
Boyes, 1939; Fields et al., 1989); o tubo fibrocolagenoso envolto em fascia
(Watanabe et al., 2001); o enxerto de um segmento de vaso sanglineo na posigao
normal (Bunnell & Boyes, 1939; Fields et al., 1989; Fawcett & Keynes, 1990) ou ao
avesso (Ferrari et al.,, 1999); os tubos de pericardio bovino (Virmond & Pereira,
2000); os enxertos venosos preenchidos com musculo esquelético (Battiston et al.,
2000; Geuna et al., 2000; Fornaro et al, 2001); a colocacado de tubos de materiais
bioldgicos constituidos de osso, caseina, peritbnio, dura-mater, fascia, gordura,
colageno, gelatina, moléculas de adesdo, musculos ou células tipo-mesoteliais
(Fields et al., 1989; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Quando existe uma lesdo com perda tecidual (leséo tipo V), é necessaria
a interposicdo de um enxerto, sendo que o tecido de escolha é o préprio tecido
nervoso ou parte dele. Diversos trabalhos foram realizados empregando-se enxerto
de segmento nervoso periférico (Bunnell & Boyes, 1939; Lundborg, 1987; Mackinnon
et al., 1988; Lundborg et al., 1994b; Trumble & Parvin, 1994; Amillo et al., 1995;
Watchmaker & Mackinnon, 1997). Outra alternativa € a utilizacdo de somente um

tubo de epineuro (Karacaoglu et al., 2001).

Em uma lesdo com perda de tecido nervoso, a utilizacdo de enxerto
resolve o problema da tensido. A indicagao principal € quando nédo € possivel a
aproximacéao direta do coto proximal ao distal. Como enxerto utiliza-se segmento de
algum nervo, geralmente sensitivo, sendo o nervo sural o mais utilizado. Este

enxerto sofrera processo de degeneracgao e funcionara apenas como conduto para
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os axénios do segmento proximal, em regeneragao, atingirem o coto distal do nervo
lesado (Bunnell, 1927).

A divergéncia entre as distancias para se indicar o uso de enxerto variam
conforme os autores. Hall (1997) refere que em distancias superiores a dois
centimetros, em roedores, € necessario algum tipo de material para direcionar os
neuritos que brotassem do coto proximal, até o coto distal. J& Somazz (1994), utiliza

enxerto em lesdes onde a perda de substancia € maior que trés centimetros.

Maeda et al. (1999), apds a remocao de cinco milimetros do nervo ciatico,
para minorar a tensido no local da coaptacéo através da neurorrafia término-terminal,

utilizou, prévio ao reparo, uma sutura de ancoragem auxiliar.

Lundborg et al. (1982) constataram que em distancias limitadas existe
uma influéncia do coto distal sobre a regeneragao de axdnios proximais, que poderia
consistir de agentes humorais do coto distal estimulando o crescimento nervoso. Em
experimento utilizando camaras de silicone para unir uma perda nervosa de 15 mm,

nenhuma regeneragéo ocorreu.

Seddon (1947) refere ser o enxerto autogénico de nervo uma das unicas
alternativas eficazes no tratamento de lesdes com consideravel perda de tecido
nervoso, sendo que seu didmetro nao deve ser maior que o nervo receptor, evitando

assim a necrose central.

O limite para o uso de enxertos nao vascularizados, ditos convencionais,
€ de seis centimetros. A partir dai € indicado o uso de enxerto vascularizado. Doi et
al., (1992) escreveram que em um leito bem vascularizado, os resultados obtidos
com o uso do enxerto convencional sdo tdo bons quanto os do enxerto

vascularizado.

Calder & Green (1995) relataram o uso de uma combinagao do enxerto

de nervo a outro tecido, como musculo esquelético.

Com a evolucido das técnicas de reparo do nervo periférico, o uso de
materiais sintéticos (polietileno, silicone, metal, plastico, celulose, polimero de acido
glicolico), combinados ou n&o com agentes bioquimicos neurotréficos, também tem
sido utilizados (Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989; Evans et al., 1991;
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Frykman, 1993; Dellon, 1994; Watchmaker & Mackinnon, 1997; Watanabe et al.,
2001; Wang et al., 2005).

Lundborg et al. (1982) utilizaram em intervalos de 6, 10 e 15 mm, tubos
de silicone para unir cotos nervosos com espacgos intersegmentares colocados de
duas formas diferentes: sistema proximal-distal (os cotos proximal e distal foram
introduzidos nas extremidades do tubo) e sistema proximal-aberto (no qual apenas o
coto proximal foi introduzido no tubo). Os resultados encontrados mostraram que em
uma perda nervosa de seis milimetros de comprimento, o nervo regenerado cresceu
por todo o tubo em ambos os grupos, e, na perda de 10 mm, houve crescimento
similar no sistema proximal distal, ao passo que no tubo proximal-aberto o
crescimento proximal foi parcial ou ndo existente e no grupo com perda de 15 mm de

tecido nervoso, nenhuma regeneragao ocorreu, mesmo na presencga do coto distal.

Fields et al. (1989), em ampla revisdo sobre implantes tubulares artificiais
em regeneracdo de nervo periférico, concluiram ser vantagens, os tipos de
materiais, os adjuntos fisicos, farmacologicos e bioquimicos do processo, a
morfologia dos nervos regenerados, as propriedades eletrofisiolégicas dos axdnios
em regeneracao e o papel dos fatores de crescimento e tréfico durante o processo

da regenerag&o nervosa.

Em trabalho comparativo da técnica de reparo de nervo periférico com
neurorrafia e uso de conduto de silicone, alinhando ou ndo os fasciculos, Evans et
al. (1991), constataram através de avaliagdes morfoldgicas e funcionais que o reparo
com conduto foi equivalente ao reparo através de neurorrafia no grupo dos
fasciculos corretamente alinhados, porém superior a neurorrafia com fasciculos

incorretamente alinhados.

O implante de um tudo fibrocolagenoso envolto em fascia, mostrou bons
resultados histolégicos, ultraestruturais e eletromiograficos, principalmente na
formagao do perineuro. Isto sugere que esse material apresenta vantagens como um
conduto nervoso, porém requer os procedimentos cirurgicos extras de coleta da

fascia e de interposi¢ao do tubo (Watanabe et al., 2001).

Na diversidade de materiais sintéticos, o tubo guia biodegradavel

composto de malha de colageno-acido poliglicolico, mostrou-se mais promissor. Em
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trabalho experimental de uma lesdo nervosa com perda de 25 mm de nervo,
preenchido com fatores neurotréficos, foram encontradas fibras nervosas

regeneradas aos cinco meses apos a cirurgia (Kiyotani et al., 1996).

Outro tipo de tubo reabsorvivel de poli-3-hidroxibutirato (PHB) foi testado
no reparo de perda de segmento nervoso periférico de quatro centimetros, evitando

o uso do enxerto de nervo (Young et al., 2002).

Em outro trabalho experimental em caes, Wang et al. (2005) utilizaram o
enxerto de um tubo artificial microporoso, constituido de filamentos de chitosan
orientados e acido poliglicélico (PGA), comprovando a praticidade e eficacia da
utilizacado desse enxerto no reparo de nervo periférico de lesbes com grande perda

tecidual (30 mm).

Utilizando ou ndo o enxerto de nervo, as extremidades de um nervo
seccionado devem ser mantidas adequadamente unidas para permitir o crescimento
dos axénios em regeneragcdo para a extremidade distal do nervo lesado. Outra
opgao para a coaptagdo dos cotos de um nervo sao os adesivos biologicos (Cooper
& Falb, 1968; Boedts & Boukaert, 1984; Boedts, 1987; Moy et al., 1988; Nishihira &
McCafrey, 1989; Jin et al., 1990; Daunois & Sébille, 1991; Bertelli & Mira, 1993; Reis,
1999).

Uma cola de fibrina derivada de veneno de serpente foi testada
experimentalmente em reparo nervoso periférico, tendo se obtido bons resultados
(Viterbo et al., 1993b; Reis et al., 1998; Reis, 1999; Vicente, 1999; Reis & Rodrigues,
2000; Reis et al., 2000; Vicente et al., 2000).

Boedts (1987) relatou que em um tudo de silicone fixado com cola
bioldgica, juntamente com alinhamento fascicular, a técnica de splintagem pode
superar as desvantagens de um reparo puramente realizado com sutura epi ou

perineural ou da coaptagdo com colas biologicas e artificiais.

Em estudo realizado por Payne et al. (2002) comparando os grampos de
titdnio (os mesmos utilizados na sutura vascular) com fio monofilamentar de nailon,
chegou-se a conclusao que o grampo é uma alternativa rapida e os resultados finais

foram similares.
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A capacidade do neurénio lesado de recuperar-se pode ser determinada
pela expressédo de genes especificos relacionados ao crescimento e a resposta a
sinais especificos de crescimento do meio. No futuro, com as manipulacdes
genéticas, técnicas de terapias genéticas serdo importantes op¢des nesse ramo de
pesquisa, uma vez que a manipulacdo de gene e a clonagem ja sao tecnologias
existentes. Uma nova disciplina de engenharia de tecido esta emergindo, em que os
principios de engenharia e as ciéncias da vida sdo aplicados para a geragao de
substitutos bioldgicos, que sao direcionados na criagéo, preservagao ou restauragéo
da perda funcional de 6rgaos. Em adicdo, com a ajuda de neurotrofinas, sera
possivel abordar uma lesdo nervosa via engenharia genética, com a regeneragao
completa eliminando a necessidade de reparo. Com isso, haveria a eliminagao dos
problemas associados com reparo nervoso convencional, sendo que a restauragao
perfeita da fungdo sera uma meta alcangavel (Thanos et al., 1998).

E improvavel que haja melhores resultados clinicos, puramente pelos
refinamentos técnicos da microcirurgia, mas sim associados ao conhecimento,
confianga e experiéncia nos procedimentos de reparo nervoso. Estara a recuperacao
limitada ao conhecimento da anatomia interna do nervo periférico e de detalhes da
neurobiologia e neuroquimica da regeneragao nervosa (Mackinnon, 1989).

1.9 Neurorrafia Término-terminal

Define-se como sutura direta de um nervo ou neurorrafia término-terminal,
a aproximagao dos condutos do epineuro dos cotos proximal ao distal, possibilitando
a passagem das fibras em regeneragédo através do local lesado (Edshage, 1964;
Moberg, 1964; Wilgis, 1982; Bora Junior, 1978; Rouleau et al., 1981).

Babcock em 1927 definiu que a neurorrafia término-terminal € a técnica
de escolha em les&do de nervo, pois se consegue melhores resultados com a
aproximacao direta das extremidades nervosas através da sutura isolada com fio
fino na bainha nervosa. Este conceito ainda é vigente nos dias de hoje (Babcock,
1927; Bora, 1967; Sunderland, 1968; Hakstian, 1973; Terzis et al., 1975; Van Beek,
1977; Bora Junior, 1978; Hudson et al., 1979; Rouleau et al., 1981; Millesi, 1981;
Braun, 1982; Millesi, 1982; Ide, 1983; Lundborg, 1987; Zhao et al., 1997; Santamaria
et al., 1999; Yuksel et al., 1999).
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Tanto a sutura do epineuro, quanto a sutura perineural, sdo denominadas

de neurorrafia término-terminal (Hakstian, 1973; Rosegay & Edwards, 1980).

A sutura perineural, também denominada de sutura fascicular, intraneural
ou interfascicular, € mais complexa. Ela permite o afrontamento fascicular e
orientacdo longitudinal satisfatéria através da unido dos perineuros dos fasciculos de
um nervo seccionado (Rosegay & Edwards, 1980; Braun, 1982; Stopiglia & Erhart,
1987).

Neurorrafia epiperineural foi proposta por Ferreira et al. (1974) com o

minimo de tensao na sutura.

Mesmo nao ocorrendo um perfeito alinhamento intrafascicular, a sutura
epineural é relativamente ndo traumatica e de facil execugdo. As caracteristicas do
epineuro permitem aproxima-lo sem entrar em contato direto com os elementos
neurais verdadeiros. Os fasciculos se manterdo vascularizados, pois abaixo do
epineuro, o tecido conjuntivo, rico em vasos sanguineos sera mantido. A
preservacdo dessa vascularizacdo é essencial para evitar a formacédo de tecido

cicatricial (Braun, 1982).

Outro importante fator na regeneracéo direcional no reparo de um nervo
periférico € o alinhamento dos fasciculos, onde Evans et al. (1991) observaram que
a recuperacao funcional em uma neurorrafia com fasciculos corretamente alinhados
foi superior ao da neurorrafia com fasciculos incorretamente alinhados. Lundborg

(1987 e 2000) relatou que correta orientagao fascicular ndo é imprescindivel.

Em nervos monofasciculares ou com poucos fasciculos, a sutura
perineural ou fascicular permite a boa orientagéo fascicular (Millesi, 1973; Bora et al.,
1976; Orgel & Terzis, 1977; Terzis, 1979; Ikeda, 1980; Tupper, 1980; Kline et al.,
1981; Kutz et al., 1981; Millesi, 1981;).

A desvantagem desta técnica sao lesdes do suprimento vascular do

nervo, devido dissecgdo dos fasciculos para seu alinhamento (Bora, 1967).

Segundo Ferreira et al.,, (1974) e Venault et al., (1981), nos nervos
multifasciculares, uma melhor coaptacdo € obtida por meio da aproximacao

individual de fasciculos, com associacido de duas técnicas de sutura.
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Em trabalhos realizados por Braun (1982) e Lundborg (1987), nao
demonstraram evidéncias quanto a superioridade dos resultados obtidos com a
neurorrafia epineural ou a perineural. Young et al. (1940), comparando os resultados
clinicos em humanos também n&o observaram diferengas significativas, devido ao
desconhecimento da anatomia intraneural e do grau de cruzamento axonial dentro

dos fasciculos.

Visando os melhores resultados funcionais, alguns principios sao
importantes na técnica da sutura epineural. A manutengdo de um campo cirurgico
limpo; o exame prévio da extensdo da resseccdo, da orientacdo de rotacdo e
posicao dos fasciculos; o estudo da anatomia intraneural, determinando a orientacéo
dos fasciculos através de coloragao especifica e estimulacdo elétrica; a
regularizacado das extremidades nervosas, removendo tecido cicatricial e neuroma;
utilizagcao de lupa ou microscopio cirurgico; utilizagcdo de fio adequado, como o0 9-0 e
10-0, e de material menos reativo, como nailon monofilamentar e prolene; a
auséncia de tensao na sutura, pois a compressao no local da neurorrafia pode levar
a sobreposigao dos fasciculos ou a um padrdo de organizagdo irregular na zona de
juncao do reparo nervoso; a contengdo do sangramento local, evitando a formagao

de hematoma; quando for necessaria uma dissecagao maior (Braun, 1982).

Trabalhos sobre a sutura de nervo periférico com a inervagao cruzada
vém sendo realizados, com a finalidade de testar a capacidade de um nervo
funcionalmente diferente em reinervar estruturas proximas apos neurorrafia término-
terminal. Flumerfelt et al. (1986), comprovaram a regeneragdo de fibras vagais
utilizando marcacgdes retrogradas com HRP e anterdgradas pela auto-radiografia,
que cruzaram a neurorrafia com o coto distal do nervo hipoglosso e reinervaram as

placas motoras da lingua.

A reinervagao do musculo esternocleidomastoide por fibras aferentes do
nervo vago em coelhos, gatos e carneiros (Falempin & Rosseau, 1983; Rosseau &
Falempin, 1984) e em ovelhas (Delorme et al.,, 1997) apds neurorrafia término-
terminal foi comprovada. Nos achados morfolégicos, constatou-se que o diametro
das fibras mielinicas regeneradas era menor, porém com o padrao semelhante as do
nervo vago normal. Atividade eletrofisiolégica das jungdes neuromusculares também

foi demonstrada.
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Diferentes angulos tanto de seccdo como de unido dos cotos nervosos
foram estudados recentemente por Yan et al. (2002b). Eles seccionaram o nervo
fibular e repararam-no através da neurorrafia término-terminal em &ngulos
transverso (90°) e obliquo (30°). Em todos os parametros funcionais e morfoldgicos
estudados, os resultados foram significativamente mais altos e melhores no lado
com reparo obliquo do que com o reparo transverso. Isso sugere que a conexao
obligua aumenta a area de superficie coaptada, aumentando o brotamento de fibras

a partir do nervo doador e melhorando a recuperacéo do musculo.

1.10 Neurorrafia Término-lateral

Relatos sobre a neurorrafia término-lateral datam do século XIX. Depres,
em 1876, relatou o reparo do nervo mediano através da insergdo de seu coto distal

na lateral do nervo ulnar, segundo Al-Qattan (2001).

Em 1899, Kennedy relatou o tratamento de um paciente com espasmo
facial por meio da neurorrafia término-lateral. Este autor realizou a sec¢ao do nervo
facial e uniu se\u coto distal ao nervo hipoglosso, tendo incisado parcialmente este
ultimo até o perineuro do outro lado. Esse caso foi publicado em 1901 ( Al-Qattan,
2001).

Em 1903, Ballance et al. também repararam o nervo facial, porém
suturaram seu coto distal apds ser seccionado a face lateral do nervo acessorio,
para tratar a paralisia do nervo facial. No mesmo ano Harris e Low (1903) trataram
uma lesdo do tronco superior do plexo braquial através de reinsercdo da

extremidade distal do nervo lesado, na face lateral da sétima raiz cervical.

Varios autores utilizaram a neurorrafia término-lateral, obtendo bons e
maus resultados. Para este procedimento realizavam incisdo no nervo doador,
mantendo integro apenas o epineuro do lado oposto a neurorrafia (Sherren, 1906).
Esta conduta proporcionava uma uniao dos tubos endoneurais do nervo doador com

os tubos endoneurais do nervo receptor do tipo término-terminal.
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Babcock em 1927 sugeriu o abandono definitivo da neurorrafia término-
lateral com incisdo do epineuro, conforme descrita por Sherren em 1906, pois essa
abertura no nervo doador provocava importantes prejuizos as estruturas por ele

inervadas.

Em 1992, Viterbo et al. (1992a) introduziram uma nova concepg¢ao de
neurorrafia término-lateral, realizada sem abertura do epineuro e portanto, sem lesao
no nervo doador. Em um de seus trabalhos experimentais, o coto distal do nervo
fibular foi seccionado e fixado a face lateral do nervo tibial intacto, sem remog¢ao do
epineuro. Nas observagcbes morfolégicas e testes eletrofisiolégicos foram
constatadas presenca de fibras mielinicas regeneradas na maioria dos animais. Em
outro trabalho, utilizando o mesmo modelo experimental, porém com remogao de
janela de epineuro, Viterbo et al. (1994b) observaram tanto morfologicamente como
eletrofisiologicamente o crescimento de axénios do nervo doador para o coto distal
do nervo fibular, sem apresentar lesdao no nervo doador ou em seu territoério de
inervagao, tornando assim, qualquer nervo um potencial nervo doador. Este fato
provocou grande ceticismo devido ao conhecimento prévio estabelecido de que o
axbnio jamais poderia atravessar as capas envoltérias de tecido conjuntivo, ou seja,
endoneuro, perineuro e epineuro, entretanto diversos trabalhos experimentais

mudaram esta resisténcia (Viterbo et al., 1993c; Viterbo et al., 1998).

A indicagao da neurorrafia término-lateral se da quando o coto proximal
do nervo lesado nao esta disponivel para a realizagao do reparo tradicional término-
terminal (Noah et al., 1997b; Fortes et al., 1999; Liu et al., 1999; Kalliainen et al.,
1999; Yuksel et al., 1999; Cederna et al., 2001; Rovak et al., 2001; Zhang & Fischer,
2002).

De acordo com Zhao et al. (1997), as razbes para se utilizar uma
neurorrafia término-lateral sdo: quando a distancia entre os cotos do nervo for muito
grande para ser corrigida utilizando enxertos; quando as condi¢gbes do nervo a ser
enxertado ndo sdo satisfatérias; quando a regeneragcéo do coto proximal do nervo

seccionado for impossivel.

Em trabalhos clinicos, Viterbo et al. (1993a e 1994a) preveniram o
aparecimento de sequelas sensitivas apds remog¢ao do nervo sural mediante a

neurorrafia término-lateral de seu coto distal a face lateral do nervo fibular superficial.
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Lundborg et al. (1994b) em trabalho experimental, constataram o
cruzamento dos brotos axoplasmaticos do nervo doador através de seu epineuro a
recuperacao funcional, utilizando enxerto de nervo autdlogo pré-degenerado e a

fresco.

Em estudos experimentais com ratos, Cederna et al. (2001) concluiram
que a neurorrafia término-lateral causa uma desnervagéo aguda no nervo doador,
sugerindo que haja uma “lesao” fisica dos axdnios deste no momento da neurorrafia.
Isto poderia determinar diminuicdo do numero de axdnios que inervam o musculo-
alvo deste nervo, ou seja, o nervo doador que recebe a sutura em sua face lateral.
Segundo os autores, axdnios que estabeleceram conexdes funcionais novas pela
neurorrafia término-lateral ndo podem manter conexées com dois alvos motores. No
entanto, este déficit ndo afetou a forga final do musculo doador apds seis meses da

realizacao da neurorrafia término-lateral.

Rovak et al. em 2000, concluiram que os axénios doadores na neurorrafia
término-lateral podem inicialmente abandonar sua conexao funcional neuromuscular

original antes de estabelecer nova conexdo neuromuscular funcional.

Kallianen et.al, (1999) em trabalho experimental com ratos, relataram que
os musculos reinervados pela neurorrafia término-lateral apresentam uma
diminuicdo da massa muscular e uma alta porcentagem de fibras musculares
desnervadas, porém a recuperacédo da forga isométrica € semelhante ao grupo da

neurorrafia término-terminal.

Em modelo experimental em ratos, proposto por Noah et al. (1997b)
realizaram a conexao do nervo ciatico ao coto distal do nervo obturador que inerva o
musculo gracil, utilizando enxerto de nervo safeno. Os animais foram divididos em
trés grupos, um grupo com janela epiperineural na face lateral do nervo ciatico; um
segundo grupo com neurectomia parcial do nervo ciatico;, e o terceiro, grupo
controle, nao teve o enxerto suturado, porém com desnervagdo do musculo gracil e
realizagcao da janela no perineuro no nervo ciatico. Apds 30 dias, o resultado do
indice funcional do ciatico (IFC), mostrou-se significativamente mais baixo no grupo

da neurectomia parcial.
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Tarasidis et al. (1997) formaram 5 grupos, onde grupo 1 realizaram corte
e reparo do nervo sendo grupo controle; grupo 2 neurorrafia término-terminal no
nervo fibular no tibial; grupo 3 neurorrafia término-lateral do nervo tibial a face lateral
do nervo fibular sem retirada de janela de epineuro; grupo 4 neurorrafia término-
lateral do nervo tibial a face lateral do nervo fibular com retirada de janela de
epineuro e grupo 5 realizaram uma fenda no perineuro. As avaliagdes da marcha
nao apresentaram diferengas, sugerindo nao ter diferenga funcional. A realizacéo da
marcagao nervosa retrograda revelou coloragdo minima dos neurénios motores,
porém, a coloragdo neuronal sensitiva do ganglio da raiz dorsal ocorreu em todos os
grupos. Esses resultados sugerem que a regeneragao neural predominantemente
sensitiva ocorreu apos neurorrafia término-lateral ao final de 16 semanas.

Zhao et al. (1997) utilizaram quatro métodos diferentes de neurorrafia
término-lateral em trabalho experimental. Em um grupo, o coto distal do nervo fibular
foi suturado ao nervo tibial intacto, com e sem remocao de epineuro; em outro grupo
o coto distal do nervo fibular foi fixado ao nervo tibial intacto com uma ponte de
segmento nervoso enxertado entre eles com duas neurorrafias término-laterais; no
terceiro grupo, o coto proximal do nervo tibial foi suturado ao nervo fibular intacto.
Concluiram que, que as fibras nervosas em regeneragao, independente da retirada
ou nao do epineuro, tém habilidade de atravessar o endo, peri e epineuro.

Al-Qattan & Al-Thunyan (1998) realizaram varios trabalhos experimentais,
com objetivo de verificar as variaveis que afetam a regeneracdo axonial apés a
neurorrafia término-lateral. Em um dos experimentos, realizaram abertura do
epineuro e dividiram em dois grupos. No grupo 1 realizaram a sutura do enxerto
autélogo fresco na borda do epineuro e no grupo 2 a sutura do enxerto autdlogo
fresco foi realizada através do perineuro do nervo ciatico. As avaliagcbes morfolégicas
realizadas 50 dias ap6s o reparo, mostraram que no grupo da sutura no epineuro
nenhum dos enxertos apresentou axénios em regeneragao, enquanto no grupo da
sutura no perineuro 50% dos enxertos apresentaram evidéncias de regeneragéo
axonial. Em um segundo estudo, investigaram a possibilidade de induzir brotamento
colateral em tubos de silicone suturados de forma término-lateral ao epineuro ou
perineuro em nervos ciaticos intactos. Nas avaliagbes morfolégicas ndo houve
evidéncias de regeneracdo axonial dentro do tubo. Esta auséncia de brotamento
pode ser explicada pela auséncia de células de Schwann nos tubos de silicone
suturados.
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Zhang et al. (1998) estudaram a neurorrafia término-lateral em trés
grupos, com remogao de janela de epineuro, sem lesar o perineuro. Apos 3 meses
concluiram que a sutura término-lateral € uma técnica que resulta em regeneracgéao
axonial e reinervagdo muscular com sucesso, porém este resultado n&o é téo
evidente quando os nervos se originam de diferentes niveis espinhais.

Em estudo comparativo, Viterbo et al. em 1998, realizaram a neurorrafia
término-lateral com e sem remogao do epi-perineuro. Nas avaliagdes histologicas
realizadas seis meses ap0s a cirurgia, com cortes longitudinais no local da
neurorrafia término-lateral e transversais no nervo receptor, observaram brotamento
lateral e desaparecimento do epineuro e perineuro no local da sutura em ambos os
grupos. Constataram que ndo houve diferengas nas caracteristicas morfologicas e
eletrofisiolégicas nos grupos estudados.

Cao et al. em 1999, utilizaram a acetiltransferase colina para avaliar o
reparo término-lateral e término-terminal. Demonstraram que o brotamento é
equivalente em ambos os métodos de reparacgao.

Em outro estudo experimental entre neurorrafia término-terminal e
término-lateral, Liu et al. (1999), isolaram o nervo ciatico do rato e seus ramos,
dividindo em 4 grupos. Grupo A o grupo controle somente lesdo do nervo fibular sem
reparo; no grupo B o nervo tibial permaneceu intacto sem janela de epineuro, sendo
o nervo fibular suturado direto com neurorrafia término-lateral; no grupo C, com
retirada uma janela do epineuro € no grupo D, o nervo fibular foi seccionado e
suturado com neurorrafia término-terminal. Ao final dos periodos de 2, 4, 6, 8, 10 e
12 semanas, concluiram que a neurorrafia término-lateral deveria ser considerada
uma alternativa quando o coto proximal ndo estivesse disponivel, pois, a neurorrafia
término-terminal foi a que alcancou melhor resultado funcional.

Matsumoto et al. (1999) estudaram o reparo término-lateral em ratos, com
tubos de silicone em Y. O braco unico do Y foi suturado na face lateral do nervo
ciatico e os cotos distal do nervo tibial e do fibular introduzidos nos dois bracos
restantes, evitando a sutura direta, impedindo assim a lesdo dos nervos. Apds 12
semanas constataram regeneragao axonial em 66% dos animais, principalmente as
custa de axbnios sensitivos vindos do ganglio da raiz dorsal. Concluiram que em
reparo nervoso por meio da neurorrafia término-lateral, o sprouting lateral de axénios
sensitivos ocorre e que as células de Schwann do nervo receptor tém importancia
crucial no inicio do processo de crescimento axonial.
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McCallister et al. (1999) realizaram estudo em ratos utilizando a
neurorrafia término-lateral no nervo fibular com nervo tibial e com retirada do
epineuro. No grupo 1 realizaram somente coaptagao término-lateral; no grupo 2
trauma mecénico apdés a coaptagdo término-lateral (esmagamento do nervo tibial
com clamp durante 45 segundos) e o grupo controle, onde o nervo fibular foi
seccionado e sepultado na musculatura proximal, evitando a reinervagao. Apos 20
semanas, as avaliacbes com estimulagcao elétrica, morfometria e afericdo da massa
muscular, revelaram aumento significativo na contagem de axbénios no grupo
estimulado por esmagamento em relagdo ao grupo s6 com o reparo. A massa do
musculo tibial anterior foi maior em ambos os grupos com e sem trauma, quando

comparados ao grupo que nao recebeu reparo.

Em 1999, Reis desenvolveu modelo experimental com nervos de origens
diferentes, através de neurorrafia término-lateral. Uniu enxerto de nervo sural a face
lateral do nervo vago com adesivo de fibrina derivada de veneno de serpente
(produzida pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais Pecgonhentos,
UNESP/Botucatu). Encontrou crescimento axonial, eliminando assim a possibilidade
de ‘contaminagéo nervosa’ presente nos modelos com secgdo do nervo receptor ja

que o coto proximal poderia determinar esta possibilidade.

Zhang et al. (1999) confirmaram o brotamento axonial lateral utilizando a
técnica histolégica de marcagéao fluorescente através da observagao de neurbnios
marcados duplamente. Sugeriram a hipotese de que este brotamento axonial seja
induzido apenas quando ha desnervacao parcial, resultado de “sinais ou fatores de
interrupcdo” enviados a célula nervosa e ao sistema nervoso central, podendo

acontecer no local dos nodos de Ranvier.

Yuksel et al. (1999) estudaram as neurorrafias término-terminal, término-
lateral e latero-lateral. Apds 28 semanas concluiram que a neurorrafia latero-lateral
apresentou melhores resultados que a neurorrafia término-lateral tanto na analise da
marcha, quanto na morfometria e avaliagdo morfolégica ultra-estrutural, sugeriram
que a neurorrafia latero-lateral pode ser uma alternativa na perda de grandes

segmentos de nervo.
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Al-Qattan (2000) em trabalho experimental em ratos, realizou a unido do
coto distal do nervo tibial a face lateral do nervo fibular apés remocéo do epineuro e
encontrou regeneragao axonal e auséncia de neuroma, apés 90 dias do reparo.

Em estudo sobre neurorrafia término-lateral entre ramos motores
sinérgicos, Giovanoli et al. (2000) ndo encontraram diferencas na forca teténica
maxima e no peso muscular dos lados operado e lado controle, embora tenham
ocorrido diferengas no numero total de fibras do nervo doador, proximal e distal ao
local do reparo. As avaliagdes foram realizadas apds oito meses.

Em relato de dois casos clinicos, Kayikgioglu et al. (2000) ndo obtiveram
sucesso no tratamento de lesdo do nervo ulnar, onde realizaram a neurorrafia
término-lateral, fixando diretamente ou por interposicdo de enxerto autdlogo, o nervo
ulnar ao nervo mediano intacto, com sutura epineural e remocao de janela de
epineuro. Aos 18 e 21 meses do pos-operatorio, foram realizadas eletromiografia,
testes de monofilamento de Semmes-Weinstein ou de testes de vibracido, sendo que
nao houve sinais clinicos de regeneracao.

Lutz et al. (2000) também constataram que utilizando um nervo
antagébnico funcionalmente, ndo houve resposta funcional satisfatéria ao final de 16
semanas de poés-operatério. Em dois grupos, com abertura de janela no epineuro,
sendo que no grupo A, suturaram com neurorrafia término-lateral o nervo mediano
ao antagonista nervo radial e no grupo B suturaram o nervo mediano ao agonista
nervo ulnar. Apds 16 semanas, a recuperacdo motora foi observada quando o nervo
mediano foi unido ao seu agonista, nervo ulnar. Concluiram que nervos antagbnicos
podem induzir regeneragao axonial, mas o retorno funcional pode n&o ser o
esperado.

Rovak et al. (2000) desenvolveram outro modelo experimental, em dois
estagios, com neurorrafia término-lateral e enxerto de nervo isogénico longo (8-10
cm). No primeiro estagio, uniu-se o enxerto a face lateral do nervo fibular esquerdo
intacto. No segundo estagio, quatro meses apos, suturaram a extremidade distal do
enxerto ao coto distal do nervo fibular direito seccionado. Apds quatro meses,
constataram por meio de testes eletrofisioldgicos, respostas descontinuas da
musculatura direita (operada) e esquerda (n&o-operada). Com estes resultados,
puderam elaborar a hipétese que os axbénios poderiam formar conexdes apos a
neurorrafia término-lateral, mas devem primeiro abandonar a conexao funcional com
seu orgao-alvo original.
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Um novo modelo experimental para neurorrafia término-lateral foi
proposto por Goheen-Robillard et al. (2002). Estes autores uniram o coto distal do
nervo tibial contralateral através de um enxerto de nervo isogénico longo a face
lateral do nervo tibial contralateral, removendo uma janela de epineuro e do
perineuro. Apos 24 semanas observaram que os axdnios preencheram toda a
extensdao do enxerto e penetraram no coto distal do nervo tibial, evidenciando
aumento significativo no numero de axbnios no reparo imediato, realizado em
somente um estagio, comparado ao realizado em dois estagios. Na avaliacdo da
marcha, nenhum animal mostrou recuperagdao da fungdo motora no lado
contralateral. Com esses resultados, mesmo em um reparo término-lateral de
enxerto longo, sugerem a importancia de fatores neurotroficos no coto distal

incentivando a regeneracéo do nervo.

Apoés reparo de um nervo, o crescimento dos axdnios pode ocorrer por
mecanismos de brotamentos terminal e colateral. O brotamento lateral tem sido
demonstrado partindo do nodo de Ranvier proximal a area da les&do. Ainda existe o
questionamento sobre o crescimento dos axdnios apds a neurorrafia término-lateral,
se o brotamento colateral espontadneo ocorre sem nenhuma lesdo do nervo doador
ou a regeneragcao axonal € devido aos axdnios doadores lesados durante o
procedimento da neurorrafia. Zhang & Fischer (2002) confirmaram que pode ocorrer
brotamento colateral do nodo de Ranvier tanto in vivo e in vitro, sendo que as células
de Schwann do nervo recipiente tém um papel importante na iniciacdo desse
processo. Porém, ainda esse processo de crescimento axonal, nao esta

completamente esclarecido.

Em uma nova técnica de reparo término-lateral pelo método helicoidal de
neurorrafia, introduzida por Yan et al. (2002a), € aberta uma janela epineural maior
(quatro milimetros) na face lateral do nervo tibial intacto, para unir a superficie em
uma angulagdo de 30° (obliqua) ao coto distal do nervo fibular seccionado. Os
resultados mostrados na analise funcional e morfoldgica foram significantemente
melhores nos animais reparados com essa técnica, comparados aos da neurorrafia
término-lateral convencional (transversal ou 90°). Os autores referem o uso dessa
técnica em casos clinicos de reparo de nervo, cujos resultados serdo publicados no

futuro.
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Em trabalho clinico, Bertelli & Ghizoni (2003) ndo observaram nenhma
recuperacao clinica, eletrofisiolégica e histolégica em pacientes submetidos ao
reparo término-lateral. A recuperacido somente foi constatada quando realizada a

transferéncia fascicular.

Com fixagcédo término-lateral do nervo fibular ao nervo tibal intacto, mas
com abertura do epineuro, tanto a fresco como pré-degenerado, Jaberi et al. (2003)
nao encontraram diferencas estatisticas na contagem de fibras nervosas. Porém o
numero de fibras nervosas encontradas foram insuficientes para resultar na

recuperacao funcional do érgéo-alvo.

Ogun et al. (2003) utilizaram a neurorrafia término-lateral em trés
pacientes com grande perda do nervo mediano (de 15 a 22 cm), consideradas
irreparaveis utilizando enxerto de nervo. Observaram retorno sensitivo na regiao
correspondente ao nervo mediano nos trés casos e retorno motor em apenas um
paciente, apos 32-38 meses de acompanhamento, mostrando ser o reparo término-
lateral uma alternativa viavel para o enxerto nervoso em pacientes com perdas

longas.

Papalia et al. (2003) mostraram em estudos morfolégico e funcional, a
recuperacado funcional parcial e pregressiva atingindo 20% do normal, do nervo
mediano que foi suturado ao nervo ulnar através de neurorrafia término-lateral.
Foram detectadas fibras de nervo regenerado em todos os nervos medianos
reparados, porém foram detectados sinais de atrofia das fibras do nervo ulnar, distal
ao local de sutura, sugerindo a ocorréncia de possiveis danos ao nervo doador. Tal

fato ndo pode ser relevado na perspectiva clinica da utilizagado dessa técnica

Utilizando a neurorrafia término-lateral, com enxertos de nervo, de veia e
de veia preenchido com musculo esquelético fresco, e realizando a analise em
periodos de 2, 4, 8, 12, 20 e 28 semanas, utilizando como avaliagdo funcional a
andlise da marcha e o estudo morfométrico e ultra-estrutural, Encontraram
diferengas significativas entre todos os grupos nas analises da marcha e diametro
das fibras. Tendo concluido geu a neurorrafia término-lateral € uma boa alternativa
combinada com o0 uso de enxerto nervoso e enxerto venoso, mas nao o é com

enxerto de veia preenchida com musculo (Ulkur et al., 2003).
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Seis meses apods reparo, Xiong et al. (2003) confirmaram a ocorréncia de
brotamento colateral apds neurorrafia término-lateral, através da dupla-marcagao
retrograda e avaliagdo eletrofisiologica. Realizaram uma marcagdo uUnica dos
neurénios sensitivos e motores nos grupos controle normal e coaptagdo término-
terminal, enquanto nos grupos do reparo término-lateral identificaram alguns
neurénios duplamente marcados. A velocidade de condugao foi significativamente
mais lenta aos quatro meses apoOs a cirurgia do que o controle normal, porém

nenhuma diferenga foi encontrada no sexto més pés-cirurgia.

Gigo-Benato et al. (2004) testaram a bioestimulagdo com laser de baixa-
poténcia apds reparo nervoso através da neurorrafia término-lateral. Observaram
que a laserterapia levou a uma recuperacao funcional, recuperagdo da massa
muscular e mielinizacédo das fibras nervosas mais rapidas, principalmente quando se

utilizou a emissao combinada pulso-continuo.

Os resultados de 13 pacientes, que tiveram avulsdo do plexo braquial e
foram tratados com neurorrafia término-lateral do nervo axilar, foram apresentados
por Haninec et al. (2004) e comparados com estudo experimental em rato da
neurorrafia término-lateral do nervo musculocutaneo ao nervo ulnar. Constataram
bons resultados nos pacientes (75% de recuperagdo funcional), apos
acompanhamento por 24 meses. Enquanto no modelo experimental, a reinervagao
do musculo biceps foi encontrada aos trés meses pds-cirurgia, observando-se tanto

regeneragao por brotamento colateral como diretamente do nervo musculocuténeo.

Para observar os axénios regenerados no local da coaptagéo, Hayashi et
al. (2004) observaram experimentalmente, através de exames histologicos e
eletrofisiolégicos, conjuntamente com a microscopia confocal, que a regeneragéo
nervosa apos o reparo término-lateral, com ou sem janela perineural, ocorre através

do brotamento colateral dos axdénios do nervo doador.

Em trabalho de revisdo das pesquisas apds neurorrafia término-lateral
realizado por Myckatyn & Mackinnon (2004) observaram que geralmente sao
realizados com nervo sensitivo e que os resultados estédo relacionados com o grau

de lesao dos axdnios durante a execugao da epineurotomia ou perineurotomia.
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Utilizando ratos transgénicos que expressam proteina fluorescente
amarela nos neurbnios periféricos, Myckatyn et al. (2004), estudaram o reparo
nervoso por meio de neurorrafia, enxerto e neurorrafia término-lateral e concluiram
que o uso desses animais associados a microscopia fluorescente constituiu em uma
metodologia importante no estudo do crescimento axonal apés uma lesdo nervosa

periférica.

Ozmen et al. (2004) constataram experimentalmente que a neurorrafia
término-lateral apresentou melhores resultados funcionais e histomorfométricos
quando se realizou a excisdo do epineuro e introducdo do coto distal no nervo
doador, comparado a execugao apenas da neurorrafia epineural com ou sem janela

epineural.

Em estudo sobre o tamanho ideal da janela epineural para o reparo
nervoso periférico através da neurorrafia término-lateral, Walker et al. (2004)
também observaram o efeito na arquitetura da barreira hemato-neural e a perda
funcional no nervo doador de axdénios e constataram maior numero de fibras no
grupo com janela epineural de cinco milimetros e um colapso na arquitetura da

barreira hemato-nervosa, que se resolveu na 42 semana poés-operatéria.

Outros pesquisadores corroboraram os achados de Noah et al. (1997a)
de que o epineuro formaria uma barreira parcial para regeneragao axonial e que sua

remogao nao afeta a estrutura e fungdo do nervo doador.

Investigando, clinica e experimentalmente, as neurorrafias término-lateral
e latero-lateral, Yuksel et al. (2004), concluiram que sao escolhas razoaveis,
prudentes e cientificas para o tratamento de alguns casos desafiantes de lesdes

nervosas.

Em estudo para investigar o valor da técnica de reparo nervoso periférico,
através neurorrafia término-lateral, em tratamento de paralisia de corda vocal foi
realizado por Liu et al.,, (2005) em ratos Sprague-Dawley. A laringoscopia e
eletromiografia nervosa foram usadas para avaliar os resultados, constatando que o
reparo através da neurorrafia término-lateral ndo levou ao movimento da corda

vocal.
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Voche & Ouattara (2005) utilizaram clinicamente a neurorrafia término-
lateral, com janela de epineuro, para tratar lesbes nervosas traumaticas da palma e
dedos da m&o. Constataram recuperagao sensitiva, concluindo que esse tipo de
técnica foi eficaz e apresentou resultados comparaveis ao do enxerto nervoso e

condutos de veia.

Em analise retrospectiva de um periodo de 24 até 50 meses, utilizando a
neurorrafia término-lateral em lesdes de plexo braquial obstétrico, Pondaag & Gilbert
(2008) concluiram que na maioria dos pacientes houve recuperagdo, porém com

funcao limitada.

1.11. Enxerto de Nervo

Em experimentos sobre reparo nervoso a que ocorreram ha mais de 100
anos, realizados em cachorros por Philipeaux (1863) e Vulpian (1870) foi verificada a
performance do entdo enxerto nervoso alogénico e autogénico, (Dellon & Lee
Dellon, 1993). Desde entédo, tem aumentado o interesse em conhecerem-se detalhes
do processo de regeneracao nervosa, bem como pela descoberta de novas técnicas

de reparo nervoso periférico (Reis, 1999).

O estudo de transplantes experimentais de nervos periféricos tem sido de
grande valia para melhor entendimento dos fatores promotores e limitantes da
regeneragao do sistema nervoso periférico, assim como do papel relativo dos
componentes celulares neurais e ndo neurais neste processo (Glass et al., 1993;
Evans et al., 1994, Oliveira, 1996).

Roitt et al. (1993) descreveram quatro tipos de transplantes de tecidos ou
orgaos, que sao classificados levando-se em conta a procedéncia do enxerto e do
receptor. Assim, denomina-se autoenxerto o procedimento onde o doador e o
receptor sdo do mesmo individuo; isoenxerto, quando o doador e o receptor
pertencem a linhagens isogénicas ou sao irmaos univitelinos; aloenxertos, quando
doador e o receptor pertencem a mesma espeécie e xenoenxertos, quando o doador

e o receptor sao de distintas espécies.
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Clinicamente e experimentalmente a maior barreira a ser superada no
emprego dos aloenxertos e xenoenxertos é a resposta imunoldgica do receptor, a
qual desencadeia uma série de reagbes que levam a rejeicdo e subsequente
necrose do enxerto (Barker & Billingham, 1971; Takahata et al., 1993; Oliveira 1996).

O nervo sural é o mais utilizado como enxerto autogénico, para substituir
um nervo lesado, mesmo sendo ele um nervo sensitivo (Bunnell, 1927; Sunderland,
1978; Hudson et al., 1979; Millesi, 1982; Viterbo et al., 1993a; Reis, 1999). O
problema dessa técnica surge quando o calibre do nervo lesado € maior que o do
nervo sural, tornando necessario o uso de varios segmentos do nervo doador,
técnica conhecida como “cable graft”. Neste caso, o grande numero de suturas leva
a formacgao de fibrose, com consequente isquemia na regido do enxerto. No caso de
um segmento nervoso muito grande, o nervo doador pode ser insuficiente para o

reparo.

Como consequéncia da remogdo do nervo sural, Fawcett & Keynes
(1990) exaltaram a perda da sensibilidade. Porém, em trabalho realizado por Viterbo
et al. (1993a), uma neurorrafia término-lateral entre o coto distal do nervo sural e o

nervo fibular superficial devolve a sensibilidade perdida nesta regiao.

Gulati (1988) observou que nos enxertos nervosos, a lamina basal das
células de Schwann possui componentes como a laminina e a fibronectina que
estimulam o crescimento axonal in vivo e in vitro. Entretanto pouco se sabe em
relagdo ao mecanismo de controle da regeneragao nervosa in vivo pela laminina e
fibronectina (Wang et al., 1992b).

1.12 Neurotizagao Muscular Direta

E a implantacdo de uma extremidade de nervo ou de segmento nervoso
entre as fibras de um musculo paralisado, sendo indicada para restaurar a fungao
muscular somente quando o trauma ou lesao levar a perda da jungao neuromuscular
(Becker et al., 2002).
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O primeiro a utilizar o termo neurotizagao para descrever o brotamento

axonial em coaptagao nervosa foi Spitzy em 1904 (apud Askar et al., 2001).

Na neurotizagdo muscular direta, a base biolégica é que um musculo
desnervado pode aceitar uma nova inervagao por outro nervo ndo originario, mesmo
em uma zona aneural, porque sua sensibilidade a acetilcolina esta presente em todo
0 musculo, enquanto em um musculo normalmente inervado essa sensibilidade esta

confinada nas placas motoras (Brunelli et al., 1990).

A neurotizagao foi introduzida na neurocirurgia no comecgo do século XX,
tendo como pioneiros Hacker (1908), que a utilizou em um caso clinico, e Heineke
(1914), que realizou estudo experimental. Estudos subsequentes foram realizados
por Steindler, Erlacher e Elsberg (apud Askar et al, 2001; Becker et al., 2002).

Em trabalho experimental com cées, Sorbie & Porter (1969) implantaram
um fasciculo nervoso motor do musculo flexor ulnar do carpo no ventre do musculo
flexor radial do carpo, obtiveram, na avaliagdo da for¢ca muscular, resultado com
ampla dispersdo, indo de 44 a 94% da forga original. Na histologia, do tecido
muscular apresentou quantidade significativa de fibras degeneradas, e constataram
também que as placas motoras estavam concentradas ao redor do nervo

implantado.

Na mesma linha de avaliagdo e modelo animal, Sakellaride et al. (1972)
encontraram 60-75% da fungdo muscular primordial e aspecto muscular
macroscopico muito proximo do normal. Porém, o nervo foi dividido em 2 ou 3

fasciculos previamente a neurotizacao.

Brunelli & Monini em 1985 verificaram a possibilidade de novas placas
motoras se formarem apds o crescimento axonial. Realizaram o sepultamento de um
ramo motor na zona ‘aneural’ do musculo gastrocnémio de coelho. Apds quatro
semanas de observagdo, juntamente com a recuperagao funcional, foram

encontradas, em corte histolégico, novas placas motoras.

Na implantagdo do coto proximal do nervo seccionado entre as fibras
musculares, Mackinnon et al. (1985a) observaram ao final do periodo pds-operatorio

a formacgao de um neuroma pequeno contido pelo musculo.
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Brunelli et al. (1990) apresentaram os resultados da neurotizagao
muscular direta em zonas aneurais, realizados em 47 casos clinicos de secg¢ao
traumatica ou cirurgica de nervo, sendo que 42 apresentaram resultados bons ou

muito bons.

Gaillard & Horvat (1993 — 1994), criaram um modelo de enxerto nervoso
autélogo em rato adulto, tipo ponte, entre a medula cervical e o musculo biceps
braquial. Em um dos grupos experimentais, realizaram a neurotizagao direta entre as
fibras do musculo desnervado e observaram placas ectopicas ao redor do ponto de
implantacdo do enxerto. Embora tenha ocorrido regeneragdo axonial, nao foi

suficiente para a recuperacéo motora.

Mackinnon et al. em 1993 utilizaram a neurotizacdo muscular direta
clinicamente com sucesso no tratamento da lesdo do nervo tibial posterior.
Eletrodiagndstico e exame clinico sugeriram que esse procedimento foi responsavel
pela recuperacgao funcional, comprovando que a neurotizacdo pode ser considerada

uma técnica de salvagao para alguns casos especificos.

Estudo pioneiro da identificacdo e quantificacdo de placas motoras,
reinervadas apos neurotizagao muscular direta, foi realizado por Payne & Brushart,
em 1997, que examinaram o efeito da distancia entre o implante nervoso e a zona
de placas motoras nativas. Os resultados demonstraram que essa distancia

influencia a morfologia da reinervagao das placas motoras nativas e ectopicas.

Zhang et al. (1997) realizaram estudo comparativo da preservagédo da
massa muscular apés a desnervagdo muscular e posterior reparo através da
reinervacao direta, da neurotizagcédo e do retalho de musculo livre transplantado. No
grupo reinervagao, no grupo neurotizagao do musculo e no grupo do retalho, foram
realizadas com nervos sensitivo e motor. Apds seis meses, o peso médio do
musculo reinervado pela neurotizacdo com nervo motor foi muito bem preservado,
enquanto que, com o nervo sensitivo, produziu efeitos tréficos menores. Em retalho
muscular livre transplantado, a reinervagao direta com ambos os nervos, motor ou
sensitivo, resultou em uma preservacdo melhorada da massa muscular, pois nem a
neurotizagdo sensitiva nem a motora foi significativamente efetiva no modelo de
retalho. Tais dados sugerem que o transplante pode alterar a resposta do nervo a

reinervacgao.
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Em estudo da técnica de neurotizagao muscular direta, Parck et al (2000),
reinervaram o musculo séleo desnervado de rato com seu nervo original e com um
nervo diferente. Observaram a presenga de novas placas motoras conectadas
através de brotamento axonial, e ndo encontraram diferenca especifica no processo
de regeneragao entre a neurotizagao com nervo original e adjacente.

Um estudo comparativo de trés técnicas de neurotizagao foi realizado em
40 coelhos, divididos em quatro grupos. No grupo controle, realizou-se apenas a
exposicao cirurgica do musculo gastrocnémio e dos nervos tibial e fibular. No grupo
neurotizacdo direta, o nervo fibular foi implantado na cabeca lateral do musculo
gastrocnémio desnervado. No grupo neurotizagdo dupla, o nervo tibial foi
seccionado e anastomosado novamente término-terminal e o nervo fibular foi
implantado no musculo gastrocnémio. No grupo ‘hiperneurotizagao’, o nervo fibular
foi implantado no musculo gastrocnémio normal. Apos seis meses, constataram que
todos os grupos mostraram recuperacao funcional. Os grupos que tiveram o nervo
tibial seccionado apresentaram menor peso muscular. Concluiram que a
neurotizagao direta e dupla é util se nao for possivel reinervagcdo muscular através
da neurorrafia e enxerto nervoso, e que ndo houve superioridade entre os métodos
utilizados (Askar et al., 2001).

Estudos experimentais realizados desde 1994 com macacos (macaca
fascicularis), empregando a neurotizacdo muscular direta, foram relatados por
Brunelli (2001). Esse autor utilizou enxerto nervoso autdlogo para unir o0s
motoneurdnios pré-sinapticos da medula espinhal aos musculos da coxa. Conexdes
funcionais foram estabelecidas e confirmadas por exames fisicos, eletrofisiologicos e
histolégicos, abrindo novas perspectivas para reparos de lesdes da medula espinhal
através dessa técnica.

Papalia et al. (2001) utilizaram a neurorrafia término-lateral e a
neurotizagdo muscular direta, em uma regiao lateral ao ponto motor do musculo tibial
anterior. Decorridas 16 semanas, os resultados morfolégicos demonstraram boa
reinervacdo dos musculos privados de qualquer conexao nervosa, com cerca de 1/3
do peso do musculo normal, também presenca de discreta fibrose no local da sutura
término-lateral e brotos axonais em todos os niveis do nervo, embora em menor
quantidade que no nervo fibular normal. Algumas fibras musculares atroficas
estavam espalhadas sobre as fibras musculares normais. Placas motoras normais e
em degeneracao, foram observadas.
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Em estudo comparativo experimental realizado por Askar & Sabuncuoglu
(2002) sobre a profundidade de implantacdo do nervo motor separado na zona
aneural da cabeca lateral do musculo gastrocnémio, constataram, através de analise
funcional, formagao de placas motoras de maneira dispersa em ambos 0s grupos,
porém mais densas no grupo implantagédo superficial do que no grupo implantagao

profunda.

Becker et al. (2002) introduziram uma modificagdo na técnica de
neurotizagdo muscular direta, separando o coto distal do enxerto em varias
ramificacbes, a semelhanga do aspecto normal da inervagdo motora originaria.
Constataram em 10 pacientes a restauracdo dos movimentos musculares e com

forca consideravel (M3 e M4).

Estudo dos efeitos do fator de crescimento nervoso (FCN), injetado
diretamente no musculo, foi realizado, apds reparo de musculo desnervado através
da técnica de neurotizagdo muscular direta. Avaliagcdes eletromiograficas foram
realizadas 8, 10 e 12 semanas pos-cirurgia. Apos esse periodo, foram realizadas as
analises de contratilidade, do peso muscular e morfométrica. O grupo com a
aplicacdo do FCN apresentou melhores resultados em todos os parametros
avaliados, confirmando os efeitos positivos desta neurotrofina em algumas

reconstrugdes dificeis causadas pela desnervagao (Menderes et al., 2002).

Fukuda et al. (2005) investigaram o reparo nervoso através da
neurotizacao direta do nervo no musculo, combinada com o transplante de células
de Schwann, observaram que ocorreu um aumento na recuperagao funcional do

musculo.

Keilhoff & Fansa (2005) constataram experimentalmente que quanto mais
precoce for realizado o reparo nervoso periférico melhor o nivel de regeneragéo. Em
seu trabalho, utilizaram a neurotizacdo intramuscular direta do nervo ciatico aos
fasciculos do musculo gracil, apés seccdo do nervo obturador, em periodos

diferentes (imediato, duas, quatro, seis e oito semanas).

Através da maior compreensao da neurobiologia da regeneragao nervosa,
o cirurgidao que estiver lidando com paciente portador de nervo lesado pode ter um

novo otimismo em relagdo ao tratamento cirurgico. O reparo mudara de um
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procedimento principalmente mecéanico e anatdbmico para um procedimento
influenciado pela neuroimunologia e neurobiologia da regeneragcdo nervosa
(Mackinnon, 1989).

Embora os resultados apds o reparo tenham melhorado a fungédo normal
nunca é restaurada e o resultado médio ainda esta longe da exceléncia (Mackinnon,
1989). Os problemas associados a recuperagao funcional, apos lesdes, certamente

continuarao a frustrar e estimular pesquisadores por muitos anos ainda.

1.13 Plexo Braquial

A avulsao das raizes do plexo braquial € considerada um tipo de lesdo do
sistema nervoso central, sendo seu tratamento cirargico desafiador (Carlstedt et al.,
1995).

O primeiro relato registrado sobre a paralisia do plexo braquial ao

nascimento foi feito por William Smellie, sobre oficio de parteira (Smellie, 1764).

No final do século XIX, o neurologista francés, Guillaume Duchenne,
descreveu como sendo a causa da lesao, a tragcao exercida no brago e no ombro da
crianga durante o parto, criando o nome de paralisa do plexo braquial obstétrico
(Duchene, 1872).

Nesta mesma época, o neurologista alemao, Wilhelm Erb, identificou os
nervos lesados e os correspondentes musculos afetados. Através de observagao
anatdmica, Erb descobriu a exata localizagédo da lesdo nervosa que era em C5 e C6.
A enfermidade, conhecida como paralisia de Erb, determina o bragco na posigcao em
extensao, rodado internamente, o punho em flexdo e dedos em extensao, postura
conhecida como “waiter’s tip hand”, ou mao de gargom pegando gorgeta de forma
discreta (Erb, 1874).

Em 1885, Klumpke descreveu lesdao de C8 e T1 em paralisia obstétrica
comprometendo os musculos da mao e também a pupila do olho do mesmo lado,

que foi denominado de Sinal de Horner (Klumpke, 1885).
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A primeira reportagem sobre a cirurgia do plexo braquial ao nascimento
foi feita no inicio dos anos de 1900 (Thornburn, 1903).

Entretanto, na primeira parte do século, Sever (1925) publicou que na
maioria das vezes, o tratamento cirurgico nao foi bem sucedido com elevado indice
de problemas associados ou até mesmo morte, sendo, entdo, praticamente
abandonado.

1.14 Anatomia do Plexo Braquial

O plexo braquial é formado por 4 raizes ventrais cervicais, C5, C6, C7, C8
e uma raiz ventral toracica, T1, que se convergem extraforaminal para formarem os
troncos. C6 se une a C5 formando o tronco superior, C7 continua sozinha e forma o
tronco médio, C8 e T1 se unem e formam tronco inferior. Os troncos se dividem em
anterior e posterior ao nivel da clavicula. As divisdes posteriores formam o fasciculo
posterior. As divisbes anteriores do tronco superior e do tronco médio formam o
fasciculo lateral. A divisdo anterior do tronco inferior se continua como fasciculo
medial. Os fasciculos sdo distais a clavicula, sendo seus ramos denominados de
plexo infraclavicular. Dos fasciculos saem os ramos terminais, denominados de
nervo mediano, nervo ulnar, nervo musculocutdaneo, nervo radial, nervo peitoral
lateral, nervo axilar e nervo toracodorsal (Kim et al., 2003).

1.15 Reparagoes das Lesdes do Plexo Braquial

As lesbes traumaticas do plexo braquial sdao usualmente devidas a alta
velocidade de automoveis e motocicletas. Também podem ocorrer por tumores,
irradiacdo, compresséo e ferimentos penetrantes (Spinner et al., 2005). Segundo
Federacdo Nacional da Distribuicdo de Veiculos Automotores (Fenabrave), a
estatistica de venda de motos de até 150 cilindradas em maio de 2008, foi de
107.674 mil unidades, sendo a previsdo para o ano de 2008 do total de 507.123
unidades.
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Segundo Narakas (1987), 70 % das lesGes de plexo braquial em adultos
envolvem avulsdo de raizes.

A maioria das lesdes do plexo braquial s&o supraclaviculares fechadas. O
manejo cirurgico nestas lesdes é bem estabelecido. O reparo do nervo suturando o
coto proximal com distal € possivel somente em 25% dos casos. No restante dos
casos, necessitam-se de nervos doadores, que podem ser do mesmo lado do plexo
braquial, como o nervo intercostal, frénico, espinhal acessoério e nervos derivados do
plexo braquial contralateral, sendo o mais utilizado a raiz de C7. Também sao
doadores, nervos que nao foram lesadas como toracico longo, peitoral, ulnar (Birch
et al., 1998; Terzis et al., 2001; Sananpanich, 2002).

Na década de 60, uma nova abordagem nas lesdes do plexo braquial foi
proposta por Millesi e Narakas, independentes cada um, usando técnicas
microcirurgicas com enxertos em tronco e cordas rompidas (Millesi 1988; Narakas,
1990).

As estratégias para a reconstrugdo do plexo braquial variam, porém o
objetivo de muitos cirurgides € a reconstrugdo do ombro e cotovelo para
proporcionar estabilidade ao membro superior e permitir o uso dele como um gancho
(Millesi, 1988).

As técnicas para reconstrucdo das estruturas nervosas danificadas no
plexo braquial irdo depender do tipo de lesao apresentada (Seddon, 1975).

A transferéncia do nervo acessorio para o nervo supraescapular € muito
usada na reconstrugédo da abdugéao e rotagao externa (Bertelli, 2006).

A transferéncia do nervo intercostal se tornou popular. Ela é
frequentemente utilizada para reinervagdao do musculo biceps ou para reinervagao
dos musculos livres transferidos (Spinner et al., 2005).

O nervo frénico e C7 contralateral sdo opgdes em casos de nervos
doadores limitados. O nervo frénico pode ser utilizado para a neurotizagdo do nervo
supraescapular (Xu et al., 2003; Spinner., 2005).

A raiz de C7 contralateral possui grande numero de fibras nervosas e tem
sido utilizada para a restauragdo da flexdo do cotovelo e ombro, bem como na
restauracao da funcao de pinga (Gu,YD 1989; Chuang et al., 1993; Songcharoen et
al., 2001).
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Songcharoen et al. (2001) tém utilizado o nervo ulnar vascularizado para

reinervar o nervo mediano.

As transferéncias utilizando o nervo hipoglosso tém apresentado
resultados pobres e devido a isso, seu uso foi abandonado (Malessy et al., 1999;
Ferraresi et al., 2002).

Neurotizagdes intraplexo acontecem quando existem possiveis doadores,

como o nervo toracodorsal (Gu et al., 2003).

Oberlin et al. (1994) mostraram ser possivel restaurar a contracédo do
biceps de forma efetiva usando fasciculos do nervo ulnar, sem causar grande

disfungao.

Franciosi et al. (1998) utilizaram o nervo ulnar como doador para o nervo
musculocutaneo com neurorrafia término-lateral e obtiveram contragcao efetiva do

musculo biceps.

Em lesbes antigas com atrofia irreversivel, a transferéncia de musculo
livre, geralmente o musculo gracil, tem sido utilizada para obter-se flexdo do cotovelo

e a extensao do punho (Akasaka et al., 1990).

Doi et al. (2000) realizaram a transferéncia dupla de musculos livres para

flexao do cotovelo e extensao e flexdo dos dedos.

Uma alternativa usando neurorrafia término-lateral, sem nenhuma lesao
nos nervos do plexo braquial ou nos nervos doadores, foi proposta por Viterbo et al.
(1994d, 1995, 2000, 2003, 2005). Denominada “Robin Hood”, a técnica proposta por
estes autores, constitui-se na interposicdo de trés a seis enxertos de nervo sural
unindo, com neurorrafias término-laterais, os trés fasciculos do plexo braquial na
regido infraclavicular. Outra técnica, consequéncia desta primeira, foi chamada por
estes mesmos autores, de “Robin Hood expandido”. Nesta, além dos enxertos
descritos na primeira, acrescenta-se enxertos tipo “bypass” sobre os eventuais
neuromas, € multiplos enxertos unindo o nervo acessorio ao supraescapular, o nervo

frénico ao plexo braquial e também, alguns nervos intercostais ao plexo braquial.
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1.16 Anatomia do Plexo Braquial do Rato

Existe uma grande semelhanga do plexo braquial do rato e do homem
(Bertelli, 1992, 1995; Chen & Gu 1994; Cao et al., 2003), o que constitui excelente
modelo de experimentacéo para estudos em lesdes no plexo braquial.

O plexo braquial do rato é formado por quatro raizes cervicais (C5, C6, C7
e C8) e a primeira raiz toracica (T1). Estas raizes sao formadas pela unido dos
ramos ventrais (motor) e do ramo dorsal (sensitivo). A unido de C5 e C6 forma o
tronco superior. C7 sozinho forma o tronco médio e C8 e T1 formam o tronco inferior
(Fig. 1) (Rodrigues-Filho et al., 2003).

A unidao dos ramos anteriores de todos os troncos forma a corda lateral de
onde sai o nervo musculocutaneo. Da corda medial saem o nervo mediano, ulnar e
ramos cutaneos para o antebragco. Os ramos posteriores formam a corda posterior,
de onde saem o nervo axilar e radial (Fig. 2) (Bertelli1992, 1995; Rodrigues-Filho et
al., 2003).

Ao contrario do plexo braquial humano, o plexo braquial do rato é
totalmente infraclavicular (Bertelli, 1993).

Nos humanos, os nervos mediano e ulnar contribuem para inervar ambos
0s musculos intrinsecos e extrinsecos (Kozin et al., 1999). No rato é clara a distingéo
na inervacdo dos musculos intrinsecos e extrinsecos que permite a diferenciacéo da
funcao destes dois nervos na atividade de preensao (Papalia et al., 2003a; Bertelli &
Mira, 1995). O nervo mediano inerva os musculos extrinsecos, enquanto o nervo
ulnar controla os musculos intrinsecos, com a excegao do flexor curto do polegar.
Assim a forga de preensao é controlada pelo nervo mediano através de sua agéo
sobre a flexdo das falanges distais, enquanto a coordenagédo da preensao é dada
pelo nervo ulnar através da sua agao nos movimentos finos de lateralidade, rotacao
e oposigao das falanges e dos metacarpos (Papalia et al., 2006).

Outra diferenga anatémica descrita por Bertelli & Mira (1995) entre o plexo
braquial do humano e do rato, € a auséncia do musculo braquio-radial e a inervacao
dos musculos flexores superficiais dos dedos é realizada somente pelo nervo
mediano, sendo que o nervo ulnar inerva somente o flexor ulnar do carpo.
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Figura 1 — Visualizagao do plexo braquial do rato com suas raizes C5, C6, C7, C8 e
T1, troncos superior (TS), médio (TM) e inferior (TI).

CL Nervo
, 4= Musculocutineo

Nervo
Axilar

Nervo Ulnar

Figura 2 — Visualizagdo do plexo braquial do rato com suas cordas lateral (CL),
medial (CM) e posterior (CP) e ramificagbes terminais, nervos
musculocutaneo, axilar, radial, mediano e ulnar.
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1.17 Consideragoes Finais

Considerando que o numero de lesdes do plexo braquial esta crescendo
cada vez mais; que o numero de motocicletas em circulagdo esta aumentando
devido ao baixo custo destes veiculos; que a motocicleta ndo oferece nenhuma
protecdo ao condutor; que a gravidade destas lesbes esta cada vez maior; que as
técnicas tradicionais implicam em extensos enxertos de nervo e sacrificio de nervos
doadores; que a neurorrafia término-lateral ndo lesa nenhum nervo e assim qualquer
nervo torna-se doador em potencial; que a experiéncia clinica com a técnica “Robin
Hood” e “Robin Hood expandido” mostrou bons resultados, embora os mesmos
pudessem ser devidos a uma recuperagao espontanea, decidimos esclarecer esta

duvida com este trabalho experimental.




2. Objetivor




Objetivo- 76

O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade de reinervar-se um
tronco do plexo braquial parcialmente lesado com axdénios oriundos de outros

troncos do mesmo plexo, utilizando enxertos e neurorrafias término-laterais.




3. Método
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3.1 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegiccus) da linhagem Wistar,
adultos, machos, pesando entre 93,2 e 136,4 g, com média de 122 g (+/- 5,41),
provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu - SP.

Apos as cirurgias, os animais foram mantidos em caixas apropriadas,
recebendo agua e ragao “ad libitum”, sem restricbes na movimentagao, respeitando-
se ciclos de 12 horas de luz, em temperatura média de 24°C (+0,5), no Biotério do
Laboratério de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina — UNESP — Botucatu.

Todos os procedimentos experimentais realizados obedeceram aos
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), protocolo n° 367 (anexo), aprovado em reunidao
da Comissado de Etica na Experimentacdo Animal, realizada em 19 de novembro de
2003.

Os 30 animais foram distribuidos em trés grupos experimentais, com 10

ratos cada, assim constituidos:

1- GRUPO NEURORRAFIA (GN). Nos animais desse grupo foram submetidos
a lesao por avulsao total do tronco inferior do plexo braquial (PB) e retirada do nervo
sural. Apds, sutura de duas pontes do nervo sural intraplexo com neurorrafia

término-lateral.

2- GRUPO DESNERVADO (GD). Nos animais desse grupo realizaram-se uma

lesdao do plexo braquial por avulsao e a retirada do nervo sural.

3- GRUPO CONTROLE (GC): Os animais pertencentes a este grupo nao

foram submetidos a nenhum procedimento cirurgico.
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3.2 Procedimentos Cirurgicos

Todos os procedimentos cirurgicos e de coleta foram realizados por uma

unica pessoa, a autora deste trabalho, padronizados nos trés grupos experimentais.

Os animais foram previamente pesados e submetidos a anestesia geral,
através de injecdo de solugao aquosa de pentobarbital sodico intra-peritoneal
(30mg/kg).

Em um primeiro procedimento, colocou-se o rato em decubito dorsal, foi
realizada tonsilotomia e anti-sepsia da face ventral do membro toracico esquerdo, e,
na jungcao da face ventral da parede toracica com o membro superior esquerdo,
realizou-se uma incisdo de aproximadamente dois centimetros de comprimento no
sentido longitudinal do membro superior esquerdo. A seguir realizou-se divulsdo dos
musculos deltéide e peitoral maior esquerdo para visualizag¢ao e individualizagao do

plexo braquial e seus respectivos troncos, superior, médio e inferior.

Em seguida, com o tronco inferior individualizado, utilizou-se uma pinga
halsted para avulsao total do tronco inferior da medula espinhal (Rodrigues-Filho et
al., 2003). Apos realizou-se fechamento da ferida operatéria com pontos de fio de
nailon monofilamentar 5-0. Este primeiro procedimento ciruargico, no membro
superior esquerdo, foi realizado para anular a flexdo desta pata na realizacido do

“Grasping Test”.

Em um segundo momento cirurgico, realizou-se a tonsilotomia e anti-
sepsia da face média do membro pélvico esquerdo e face ventral do térax e membro
toracico direito. Em seguida, posicionaram-se os animais em decubito ventral na

placa de cortica e procedeu-se a fixagao das patas.

Na primeira etapa desta cirurgia, efetuou-se uma incisdo longitudinal no
terco médio da coxa, com aproximadamente dois centimetros de comprimento;
rebateu-se a pele e a tela subcutdnea, para exposicdo e dissecacdo do nervo
cutaneo sural caudal (Fig. 3), que foi removido (Fig.3). Apés a remogao de um
segmento medindo cerca de um centimetro de comprimento, esse foi mantido em

solucao fisiolégica, a temperatura ambiente, até sua utilizagao final (Fig. 4).
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A pele da regiao doadora foi suturada com pontos simples de fio de nailon

monofilamentar 5-0.

Em sequéncia, trocou-se a posigao dos animais para decubito dorsal e,
na jungéo da face ventral da parede toracica com membro superior direito, realizou-
se incisdo de aproximadamente dois centimetros de comprimento no sentido
longitudinal do membro superior direito. Efetuou-se a divulsdo dos musculos deltéide
e peitoral maior direito para visualizagao e individualizagdo do plexo braquial e seus

respectivos troncos, superior, meédio e inferior (Fig 5) (Rodrigues-Filho et al., 2003)

Em seguida, com o tronco inferior individualizado, utilizou-se uma pinga
halsted para avulsdo total do tronco inferior da medula espinhal (Fig. 6) (Rodrigues-
Filho et al., 2003). Nesta fase realizou-se sorteio para determinar a qual grupo

pertenceria o animal.

No Grupo Neurorrafia foram realizadas neurorrafias término-laterais
através de dois pontos simples com fio de nailon monofilamentar 10-0, sem lesao
intencional e sem remog¢ao do epineuro. O enxerto de nervo sural foi dividido em
dois seguimentos de 0,5 mm cada. Os dois enxertos foram suturados tipo ponte
lateral unindo o tronco superior ao tronco inferior e outro enxerto unindo o tronco

médio ao tronco inferior, todas suturas livres de tensao (Fig. 7).

Ja no Grupo Desnervado, realizou-se somente a avulsao total do tronco

inferior, sem enxerto de nervo.

Em ambos os grupos a ferida cirurgica foi suturada com fio de nailon
monofilamentar 5-0 e os procedimentos cirurgicos foram realizados sob microscopio

cirurgico (DF Vasconcelos), sob aumento de 10 vezes.

Durante todo o procedimento cirurgico manteve-se o campo operatério

umedecido com solucéo fisioldgica a 0,9%.
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Figura 3 — Cirurgia para exposi¢cao e remocao do segmento de enxerto do nervo
cuténeo sural caudal (S), evidenciando também o nervo tibial (T) e fibular
comum (F) na coxa.

Figura 4 — Segmento de 1 cm do nervo cutaneo sural caudal (S).
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Figura 5 — Visualizagdo do plexo braquial e seus troncos superior (TS), médio (TM)
e inferior (TI), apds a divulsdo dos musculos peitoral e deltéide.

Figura 6 — Visualizagdo do coto do tronco inferior (Tl) apdés a avulsdo total da
medula espinhal com pinga halsted.
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Figura 7 - Imagem do grupo neurorrafia (GN) evidenciando as duas pontes de
enxerto do tronco superior (TS) e do tronco médio (TM) para o tronco
inferior (Tl) com sutura término-lateral.

3.3 Estudo Eletrofisiolégico

Durante o procedimento cirurgico, apds dissecgao do plexo braquial e

isolamento do tronco inferior, realizou-se eletromiografia.

A estimulacédo nervosa foi feita por estimulador elétrico direto no tronco
inferior do plexo braquial. A atividade elétrica do musculo foi coletada pelos
eletrodos implantados no musculo flexor superficial dos dedos, utilizando-se

eletromiografo da marca Sapphire 1l 4ME.

O estudo eletrofisiologico foi realizado no membro superior direito dos
animais em duas ocasides, imediatamente antes do procedimento cirurgico e

imediatamente antes da eutanasia.
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3.4 “Grasping Test”

O “Grasping test” foi realizado em trés oportunidades, antes do animal ser
anestesiado para o procedimento cirurgico, 24 horas apos o procedimento cirurgico

e antes da eutanasia, quatro meses apos.

Para a realizagdo deste teste, o rato foi gentiimente apreendido pela
cauda sobre uma grade conectada a balanga eletrénica. O rato instintivamente faz a
preensao da grade e pela cauda € tracionado até ele perder sua forga e soltar a
grade, o que gera um valor negativo registrado na balanga. (Bertelli & Mira, 1995;
Rodrigues-Filho et al., 2003; Papalia et al., 2003).

No membro toracico esquerdo foi realizada a avulsdo total do tronco
inferior, impedindo assim sua utilizacdo, enquanto o membro toracico direito

permaneceu livre (Bertelli & Mira, 1995).

A avaliagado quantitativa é obtida medindo a forga maxima que o rato gera

antes dele perder a sua aderéncia (Papalia et al., 2003) (Fig 8).

MCL 3.1.1

Figura 8 — Visualizag&o da realizagcédo do “Grasping test”.
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3.5 Procedimentos para Coleta de Nervos e Musculos

Na 16° semana de pds-operatério, todos os animais foram submetidos a
anestesia geral através da injegao intra-peritoneal de solugdo aquosa de
pentobarbital sodico (30mg/kg).

Realizou-se novamente a tonsilotomia e anti-sepsia da face ventral do
térax e membro toracico direito e os animais foram posicionados em decubito dorsal
em placa de cortiga e tiveram suas patas fixadas com fitas adesivas.

Uma incisdo na face ventral do membro superior e térax do rato, seguida
pela divulsdo dos musculos peitoral maior e deltdide, permitiu a visualizagdo do
plexo braquial com as pontes de enxerto de nervo no GN e do coto avulsionado no
GD. Efetuou-se cuidadosamente a dissec¢ao das pontes de enxerto entre os troncos
superior e inferior e entre o tronco médio e inferior, sendo coletada toda esta regido
em todos os animais do GN e colocada imersa em solugdo de Karnovsky para o
processamento histologico.

Em sequéncia, foi realizada a retirada do musculo flexor superficial dos
dedos e colocado imerso em nitrogénio liquido destinado ao processamento
histologico.

Apds a coleta dos nervos e musculos de interesse, procedeu-se a
eutanasia dos animais (Fontes, 1995) através da injecdo de anestésico até 150 a
200 mg/kg.

3.6 Processamento para Microscopia Optica

O processamento histologico das amostras de nervo na regido de
conexao do tronco inferior com o enxerto e do musculo foi realizado no Laboratoério
Experimental de Urologia do Departamento de Urologia da FMB-UNESP, campus de
Botucatu. A amostra do nervo foi desidratada e incluida em historesina. Os blocos
foram submetidos a cortes semifinos de 0,5 um, fixados em solucéo de tetréxido de
6smio e posteriormente corados com azul de toluidina.
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Para obtencdo dos cortes semifinos, apos imersao em solugdo de
Karnovsky por 12 horas, os segmentos coletados passaram pelo seguinte protocolo
de técnicas convencionais no Laboratorio Experimental de Urologia do
Departamento de Urologia da FMB-UNESP: foram lavados em tampao fosfato 0,1M,
pH=7,3 (trés vezes de quinze minutos), pds-fixados em tetréxido de 6smio a 1%
(diluido em tampéo fosfato de sédio, 0.1M, pH=7.3) por 2 horas, lavados em agua
destilada (trés vezes de cinco minutos), contrastados em solugdo aquosa de acetato
de uranila 0,5% (2-24horas), desidratados em série de concentragdo crescente de
acetona, embebidos em mistura de Araldite® mais acetona 100% (minimo 12 horas),
infiltrados com Araldite® em estufa a 37°C por uma hora e, finalmente, os
segmentos foram incluidos em Aradilte® e levados para polimerizagdo em estufa a
60°C por 48 horas. Esses blocos foram destinados a cortes transversais semifinos
de 0,5 ym, corados em solugéo de partes iguais de azul de metileno 1%, em bdrax
1%, mais Azur Il 1%.

Os cortes semifinos foram realizados em trés locais, sendo denominados
N1, N2 e N3. N1 refere-se ao tronco inferior, comum aos grupos desnervado,
neurorrafia e controle. O corte semifino realizado no enxerto entre o tronco superior
e tronco inferior foi denominado N2 e no enxerto entre o tronco médio e tronco

inferior de N3, sendo o N2 e N3 somente encontrados no grupo neurorrafia (Fig. 9).
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Figura 9 — Peca anatdmica identificando o local dos cortes semifinos denominados de
N1, N2 e N3.




Método- 88

3.7 Analise Estatistica

A area do axdnio, a area da fibra nervosa, o numero de fibras nervosas e
a espessura de bainha de mielina, foram avaliados pela analise de quatro campos
em cada lamina, escolhidos de forma aleatdria. Toda avaliagao foi realizada pela

autora do trabalho.

A analise estatistica foi realizada no Nucleo de Pesquisa (NUPES) da
Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC), Rio Grande do Sul.

Para verificar as diferengas entre os grupos foram utilizados os valores de

“delta” onde, delta = (valor p6s — valor pré), para as diversas variaveis analisadas.

Quando comparados os trés grupos entre si foi utilizada Analise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey, se detectada diferenga estatistica.
Se a amostra ndo apresentava homogeneidade, foi utilizado o teste de Kruskal-

wallis.

Para analise de amostras independentes no “Grasping test” imediato, foi

utilizado o teste “t” de Student.

Em todas as analises foi utilizado nivel de significancia p<0,05.




4. Resudtados
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4.1 Coleta da Amostra

Do total de 30 ratos operados, um rato do Grupo Controle foi a ébito na

indugao anestésica do procedimento cirurgico para retirada das amostras.

No dia da eutanasia, ndo foram observadas alteracdo na marcha ou
atrofia do membro toracico direito nos animais de todos os grupos, Neurorrafia (GN),
Desnervado (GD) e Controle (GC).

Na maioria dos animais, detectou-se fibrose do tecido circunvizinho ao
plexo braquial manipulado e seccionado durante a cirurgia. Esse fato provocou
aderéncia entre os musculos peitoral maior e deltéide, dificultando a visualizagao do
plexo braquial e das neurorrafias término-laterais entre os troncos superior, médio e
inferior no GN. No entanto, os enxertos e respectivas neurorrafias foram

encontrados em todos os ratos do GN.

Durante a dissecacdo no GN observou-se diferenca de didmetro entre o
tronco inferior e os enxertos de nervo sural, sendo os enxertos de menor didmetro
(Fig. 10).

Nao foi observada macroscopicamente alteracdo na forma do musculo

flexor superficial dos dedos em nenhum dos grupos, no dia da coleta dos enxertos.
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Figura 10 — Imagem do grupo neurorrafia (GN) no pés-operatério, evidenciando a
integracdo das duas pontes de enxerto do tronco superior (TS) e do
tronco médio (TM) para tronco inferior (Tl) com sutura término-lateral e
a diferenca de didmetro entre as pontes e o tronco inferior.
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4.2 Avaliacao da Massa Inicial e Final dos Animais

A média da massa inicial dos ratos no Grupo Desnervado foi de 123,33 g
(x 11,53), variando de 93,2 g a 130,3 g. No Grupo Neurorrafia, foi de 118 g (¢
13,22), variando de 102,3 g a 140,6 g. No Grupo Controle, foi de 113,9 g (+ 14,54),
variando de 95,3 g a 136,4 g. Na tabela 1, estdo representados estes dados,
mostrando a equivaléncia entre as massas inicias dos grupos no momento da

cirurgia.

A média da massa final dos ratos, em gramas, para o GD foi de 402 g (
70,61), variando de 369,9 g a 578,8 g. Ja no GN, foi de 455 g (+ 42,94), variando de
407,5 g a 525,6 g. E no GC foi de 442 g (x 25,01), variando de 409,7 g a 486,5 g.
Esses dados podem ser observados na tabela 1, também mostrando a equivaléncia

entre as massas finais dos grupos no momento da coleta da amostra.

A analise de varidncia ANOVA para as massas em cada momento —
inicial e final — entre os grupos estudados, ndo apresentou diferenca significante
(p=0,379).

Tabela 1 — Atributos referentes a massa inicial e final dos ratos em gramas.

N° do GD GN GC
RATO Massa Massa Massa Massa Massa Massa
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

1 120 492,8 107,6 417,6 136,4 473,2
2 120 578,8 129,2 453,1 118,5 4441
3 126,4 510,6 118 438,6 95,3 430
4 126,6 402 140,6 481 123,9 446,4
5 130 467,9 104,4 429 125,3 422,2
6 122,6 449,9 103,3 525,6 119,6 486,5
7 130,3 369,9 126,2 443,3 96,8 467,5
8 117,4 497,6 119,2 368,8 97,8 454
9 93,2 399,8 104,9 413,4 111,5 409,7
10 106,6 571,5 102,3 407,5

Média 119,31 451,22 114,86 438,37 113,9 445,18
DP 11,53 70,61 13,22 42,94 14,54 25,01
GD=GN=GC (p=0,379) ANOVA
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4.3 Avaliagao da Massa do Musculo Flexor dos Dedos

A média da massa do musculo flexor superficial dos dedos, em gramas,
no grupo desnervado, foi 0,05 g (+ 0,03) no qual a variagdo entre os animais deste
grupo foi de 0,026 g a 0,064 g; no grupo neurorrafia, a média foi 0,07g (+ 0,01),
variando de 0,05 g a 0,09 g; no grupo controle, a média foi 0,06 g (+ 0,00), variando
de 0,06 g a 0,07g.

O resultado da analise de variancia ANOVA, para a massa do musculo
flexor superficial dos dedos dos ratos entre os grupos, ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significante (p=0,446) (Tab. 2).

Tabela 2 — Massa do musculo flexor superficial dos dedos (MFSD) em gramas.
Média e desvio-padrao dos grupos.

Massa Massa Massa

N° do RATO MFSD MFSD MFSD

GD GN GC

1 0,15 0,05 0,06

2 0,06 0,08 0,06

3 0,04 0,06 0,06

4 0,04 0,06 0,05

5 0,04 0,07 0,06

6 0,02 0,07 0,07

7 0,04 0,07 0,06

8 0,05 0,09 0,07

9 0,04 0,04 0,07
10 0,06 0,05

Média 0,05 0,06 0,06

DP 0,03 0,01 0,00

GD=GN=GC (p=0,446) ANOVA
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4.4 Estudo Eletrofiosologico

Foram aferidas a laténcia e amplitude mediante estudo eletrofisioldgico.

Laténcia

A média da laténcia no pré operatério no grupo desnervado foi 1,19 ms (
0,11), variando de 1,00 ms a 1,36 ms; no grupo neurorrafia a média foi 1,25 ms (+
0,09), variando de 1,14 ms a 1,41 ms; no grupo controle a média foi 1,28 ms (+

0,12), variando de 1,16 ms a 1,54 ms.

A média da laténcia no pos operatério no grupo desnervado foi 1,41 ms (
0,44), variando de 1,20 ms a 2,37 ms; no grupo neurorrafia a média foi 1,20 ms (+
0,00), mantendo 1,20 ms em todos o0s animais; no grupo controle a média foi 1,20

ms (£ 0,00), mantendo 1,20 ms em todos animais.

Os valores foram submetidos a analise de varidncia ANOVA e néao
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p = 0,069) entre os trés
grupos estudados (Tab. 3). No entanto, houve dois casos dispersos (outliers) no

grupo desnervado, que nao conferiram homogeneidade das variancias.

Uma alternativa foi a utilizacdo do Teste N&o-paramétrico de Krukal-
Wallis, ndo havendo alteracdo do resultado, isto €, ndo houve diferenca

estatisticamente significante com relagao a laténcia no pré e pds-operatorio.
Amplitude

A média da amplitude no pré operatério no grupo desnervado foi 31,79

mV (x 5,81), variando de 21,16 mV a 44,43 mV; no grupo neurorrafia a média foi
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29,02 mV (x 7,31), variando de 19,86 mV a 43,26 mV; no grupo controle a média foi

35,80 mV (x 7,74), variando de 21,86 mV a 45,9 mV.

A média da amplitude no pés operatdrio no grupo desnervado foi 7,91 mV
(x 3,72), variando de 2,85 mV a 15,2 mV; no grupo neurorrafia a média foi 26,32 mV
(x 7,59), variando de 10,7 mV a 39,1 mV; no grupo controle a média foi 43,62 mV (z

6,98), variando de 29,06mV a 52,0 mV.

A verificagao das diferengas entre os trés grupos com relagdo a amplitude
pré e pos-operatoria, foi realizada por meio do teste de varidncia ANOVA, que neste

caso os valores analisados foram homogéneos.

A amplitude resultado apresentou diferenga estatisticamente significante
entre os trés grupos (p < 0,001) e para verificar quais os grupos que diferem entre
sim foi realizado um Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey. O grupo neurorrafia
foi menor que o grupo controle (p = 0,04), o grupo desnervado foi menor que o grupo
neurorrafia (p<0,001) e o grupo desnervado foi menor que o grupo controle

(p<0,001) (Tab.4).

Tabela 3 — Média e desvio padrao da laténcia (ms) e da amplitude (mV).

Variavel . G.D . GfN . G:C
Média/DP Média/DP Média/DP

Lat. Pré 1,19 (x0,11) 1,25 (x0,09) 1,28 (£0,12)
Lat. Pos 1,41(1+0,44) 1,20 (+0,00) 1,20 (+0,00)
Dif. Pré/Pés 0,21(0,47) -0,05 (+0,09) -0,08 (x0,12)
Amp. Pré 31,79 (£5,81) 29,02 (£7,13) 35,80 (+7,74)
Amp. Pos 7,91(x3,72) 26,32 (£7,59) 43,62 (+6,98)
Dif. Pré/Pos -23,89 (£7,74) -2,70 (£11,80) 7,82 (£5,45)
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Tabela 4 — Comparacéao entre os grupos € a significancia em negrito da amplitude.

Grupo Grupo Grupo Grupo
Comparado Desnervado Neurorrafia Controle
GD -21,18 (0,000) -31,70 (0,000)
GN 21,18 (0,000) -10,51 (0,000)
GC 31,70 (0,000) 10,51 (0,000)

GN > GD (p=0,004); GC> GD (p<0,001); GN<GC (p<0,001) Teste Tukey

4.5 “Grasping Test”

Pré Operatorio

A média do “Grasping Test” no pré-operatério no grupo desnervado foi
56,98 g (+ 4,26), variando de 51,77 g a 66,53 g; no grupo neurorrafia a média foi
54,84 g (x 2,78), variando de 51,26 g a 60,32 g; no grupo controle a média foi 53,42
g (x 2,25), variando de 50,16 g a 55,28 g.

Po6s Operatério Imediato

A média do “Grasping Test” no pds-operatdrio imediato no grupo
desnervado foi 8,28 g (+ 1,80), variando de 4,67 g a 10,54 g; no grupo neurorrafia a
média foi 7,83 g (£ 1,93), variando de 5,42 g a 10,67 g.

Para avaliacdo do pds-operatorio imediato, foi realizado o teste “t” de
Student para amostras independentes, pois neste caso foram comparados somente

dois grupos, o desnervado e o neurorrafia.

Nao existiram diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

desnervado e neurorrafia no “Grasping test” imediato (p=0,290) (Tab. 5).

Pés Operatério Tardio

A média do “Grasping Test” no pos operatoério tardio no grupo desnervado
foi 16,49 g (+ 4,80), variando de 10,29 g a 24,65 g; no grupo neurorrafia a média foi
75,80 g (£ 14,75), variando de 35,94 g a 86,95 g; no grupo controle a média foi
148,17 g (x 15,67), variando de 128,89 g a 168,30 g (Tab. 5).




Resultados

No pos-operatério tardio, 16 semanas, comparamos os trés grupos,
desnervado, neurorrafia e controle, utilizando o teste de analise de variancia
ANOVA. Foi realizado o teste de Comparag¢des Multiplas de Tukey, onde foram
encontradas diferengas estatisticamente significantes entre todos os grupos
(p<0,001). O grupo neurorrafia foi maior que o grupo desnervado (p<0,001), o grupo

controle foi maior que o grupo neurorrafia (p<0,001) e o grupo desnervado foi menor

que o grupo controle (p<0,001) (Tab. 6).

Tabela 5 — Média e desvio padrao do “Grasping test”, em gramas, no pré operatorio,

pos imediato e tardio.

N° do GD GN GC
RATO pr¢  posl P6sT Pré Poésl PosT Pré PosT
1 5834 10,16 1594 5297 7,36 3594 51,04 14864
2 5354 942 2257 5562 7,49 77,56 5346 140,28
3 5932 937 2465 5655 6,89 80,54 52,96 167,02
4 570 1054 1834 53,36 999 7973 5528 166,34
5 540 467 1948 6032 10,67 73,82 50,16 128,92
6 5946 7,56 1127 5126 556 77,68 54,15 12889
7 6653 850 10,29 57,65 542 8695 51,46 16830
8 5177 649 1657 53,62 986 86,95 57,03 144,59
9 5386 721 12,89 5193 6,02 8425 5522 140,52
10 5595 889 12,89 5507 9,03 74,61
Média 56,98 8,28 1649 5484 7,83 7580 5342 14817
DP 426 180 480 278 193 1475 025 0,67

Tabela 6 — Comparagdo entre os grupos com a significancia em negrito do

“Grasping test” tardio.

Grupo Comparado

Grupo

Desnervado

Grupo
Neurorrafia

Grupo
Controle

GD
GN
GC

61,45 (0,000)
135,23(0,000)

-61,45 (0,000)

73,78 (0,000)

-135,23 (0,000)
-73,78(0,000)

GN > GD (p<0,001); GC> GD (p<0,001); GN<GC (p<0,001) Teste Tukey
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4.6 Morfometria

Nos cortes estudados, as caracteristicas observadas eram de um nervo
normal, com bainha de mielina, axénio e fibras nervosas bem definidas, que
variaram em numero, tamanho e conformagdo dependendo do grupo que se

encontravam.

Nos grupos desnervado e neurorrafia, encontramos maior numero de
fibras nervosas, porém de tamanhos variados e disformes, enquanto que no grupo
controle ndo havia grande quantidade de fibras, porém com tamanhos e formas

semelhantes.

4.6.1 Area da Fibra Nervosa

A média das areas das fibras nervosas no grupo desnervado, foi 4,41um?
(x 1,39), variando de 2,84 ym? a 6,83 uym? no grupo neurorrafia, a média foi 4,06
pm? (x 0,82) variando de 3,32 ym? a 5,93 ym?;, no grupo controle, a média foi 7,52
pm? (+ 1,13) variando de 6,28 ym? a 10,12 ym2. (Tab. 7).

A anadlise estatistica das médias das areas das fibras nervosas mostrou
diferencas entre os trés grupos (p<0,001). Para verificar quais os grupos que
diferiram entre si, foi realizado o teste de Comparag¢des Multiplas de Tukey, onde
foram encontradas diferengas estatisticamente significantes. Sendo o grupo
neurorrafia menor que o grupo controle (p<0,001) e o grupo desnervado, também
menor que o grupo controle (p<0,001). Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos neurorrafia e desnervado (p=0,776)
(Tab. 8)
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Tabela 7- Area da fibra nervosa em micrémetro quadrado.

N° do RATO GD GN GC

1 4,09 3,54 10,12

2 3,55 4,04 8,43

3 4,51 5,93 7,18

4 5,53 4,50 6,28

5 6,42 4,87 7,12

6 3,00 3,47 6,79

7 3,62 3,70 7,06

8 6,83 3,32 7,13

9 2,84 3,62 7,55
10 3,72 3,56

Média 4,41 4,06 7,92

DP 152k 0,82 1,13

Tabela 8 — Comparagéo entre os grupos com a significancia em negrito, da area das
fibras nervosas.

Grupo Grupo Grupo Grupo
Comparado Desnervado Neurorrafia Controle
GD 0,34 (0,776) -3,11 (0,000)
GN -0,34 (0,776) -3,46 (0,000)
GC 3,11 (0,000) 3,46 (0,000)

GN < GC (p<0,001); GD < GC (p<0,001); GN=GD (p=0,776) Teste Tukey

4.6.2 Numero de Fibras Nervosas

O resultado da contagem do numero de fibras nervosas foi realizado em
trés locais diferentes, conforme indicado na figura 9. No tronco inferior (N1), no
grupo desnervado, obteve-se uma média de 35,5 (+ 22,32) variando de 10 a 76
fibras; no grupo neurorrafia, a meédia foi 94,1 (+ 38,38), variando de 20 a 144 fibras;
no grupo controle a média foi 54,44 (+ 10,42), variando de 36 a 65 fibras (Tab. 9)

Na analise estatistica, a aplicagcdo do teste ANOVA mostrou que existem
diferencas estatisticamente significantes, realizado entdo o Teste de Tukey, sendo

que o grupo desnervado foi menor que o grupo neurorrafia (p<0,001) e o grupo
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neurorrafia foi maior que o grupo controle (p=0,011), ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre os grupos desnervado e controle (p=0,303) (Tab.
10).

No grupo neurorrafia, a contagem no enxerto do tronco superior para o
tronco inferior (N2) mostrou uma média de 89,28 (+ 27,29) e no enxerto entre o
tronco médio e o tronco inferior (N3) a média de 101,66 (+ 35,15) (Tab. 11).

Tabela 9 - Numero de fibras nervosas.

N° do RATO GD GN GC
1 76 20 36
2 10 76 42
3 54 80 65
4 37 73 60
5 23 76 63
6 60 144 56
7 31 145 59
8 17 82 60
9 20 101 49
10 27 144
Média 35,50 94,10 54,44

DP 21,25 40,21 9,96
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Tabela 10 — Comparacédo dos grupos com significaAncia em negrito, do niumero de
fibras nervosas no tronco inferior (N1).

N° do Rato N2 N3

42 100

2 64 57

3 95 102

4 115 120

5 111 52

6 88 181

7 110 135

8 107

9 161

10

Média 89,28 101,66
DP 27,29 35,15

GD < GN (p<0,001); GN > GC (p=0,011); GC=GD (p=0,303) Teste tukey

Tabela 11 — Média e desvio padrao do numero de fibras nervosas nos enxertos do
tronco superior para tronco inferior (N2) e do tronco médio para tronco

inferior (N3).
Grupo Grupo Grupo
Comparado Desnervado Neurorrafia SIUED CEmHEE
GD -58,60 (0,000) -18,94 (0,303)
GN 58,60 (0,000) 39,65 (0,011)

GC 18,94 (0,303)  -39,65 (0,011)
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4.6.3 Area do Axénio

A média da area do axdnio no grupo desnervado foi 2,95 pm? (x 1,20),
variando de 1,70 ym? a 5,20 pm?; no grupo neurorrafia a média foi 3,01 pm? (+ 0,55),
variando de 2,16 ym? a 4,07 um?, no grupo controle a média foi 4,71 uym? (x 0,66),
variando de 3,73 ym? a 6,02. ym? (Tab. 12)

A analise estatistica das médias da area dos axdnios mostrou diferencas
entre os trés grupos (p<0,001). Para verificar quais os grupos que diferem entre si,

foi realizado o teste de Comparagdes Multiplas de Tukey.

Neste teste, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes.
Sendo o grupo neurorrafia foi menor que o controle (p<0,001) e o grupo desnervado
foi menor que o controle (p<0,001). N&o foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos neurorrafia e desnervado (p=0,986)
(Tab. 13).

Tabela 12 — Area dos axénios em micrémetro quadrado.

N° do RATO GD GN GC

1 1,70 2,41 6,02

2 5,20 2,80 4,90

3 2,71 4,07 4,65

4 3,60 2,89 3,98

5 4,31 3,59 3,73

6 1,85 2,93 4,52

7 2,12 3,33 4,41

8 3,73 3,04 5,02

9 1,82 2,83 5,07
10 2,38 2,16

Média 2,94 3,00 4,70

DP 1,20 0,55 0,66
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Tabela 13 — Comparacédo dos grupos com significancia em negrito, da area do

axonio.
Grupo Grupo Grupo
Grupo Comparado Desnervado Neurorrafia Controle
GD -0,06 (0,986) -1,75 (0,000)
GN 0,06 (0,986) -1,69 (0,001)
GC 1,75 (0,000) 1,69 (0,001)

GN < GC (p<0,001); GD < GC (p<0,001); GN=GD (p=0,986) Teste Tukey

4.6.4 Espessura da bainha de mielina

A média da espessura da bainha de mielina no grupo desnervado foi 1,44
Mm (x 1,26), variando de -1,65 ym a 3,10 ym; no grupo neurorrafia a média foi 1,05
pm (£ 0,53), variando de 0,28 ym a 1,60 ym; no grupo controle a média foi 2,82 pym
(x 0,68), variando de 2,10 ym a 4,09 um(Tab.14)

Observamos a presenca de grande numero de fibras nervosas com
bainha de mielina bem definida, mostrando adequado crescimento axonial, de forma
semelhante entre os grupos, desnervado e neurorrafia. Entretanto, quando
comparados ao nervo normal, observamos menores didmetros e bainha de mielina

de menor espessura.

A anadlise estatistica das médias da espessura da bainha de mielina
mostrou diferencas entre os trés grupos (p=0,001). Para verificar quais os grupos

que diferem entre si, foi realizado o teste de Comparagdes Multiplas de Tukey.

Neste teste foram encontradas diferengas estatisticamente significantes,
sendo o grupo neurorrafia menor que o controle (p=0,001) e o grupo desnervado
menor que o controle (p=0,007). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos neurorrafia e desnervado (p=0,596) (Tab. 15).
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Tabela 14 — Espessura da bainha de mielina em micrémetros.

N° do RATO GD GN GC

1 2,35 1,13 4,09

2 -1,65 1,24 3,52

3 1,80 1,85 2,53

4 1,92 1,60 2,29

5 2,10 1,27 3,38

6 1,14 0,54 2,27

7 1,49 0,37 2,65

8 3,10 0,28 2,10

9 1,01 0,79 2,47
10 1,13 1,40

Média 1,44 1,05 2,82

DP 1,26 0,53 0,68

Tabela 15 — Comparativo dos grupos com a significancia em negrito, da espessura
bainha de mielina.

Grupos Comparados Defl::r?; do Neﬁ:gﬁgfia Grupo Controle
GD 0,39(0,596) -1,37 (0,007)
GN -0,39(0,596) -1,76 (0,001)
GC 1,37 (0,007) 1,76 (0,001)

GN < GC (p=0,001); GD < GC (p=0,007); GN=GD (p=0,596) Teste Tukey
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Figura 11 - Fotomicrografia da secgao transversal do tronco inferior (N1) do grupo
desnervado (40x).

Figura 12 - Fotomicrografia da secgao transversal do tronco inferior (N1) do grupo
neurorrafia (40x).
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Figura 13 - Fotomicrografia da secgao transversal do tronco inferior (N1) do grupo
controle (40x).

Figura 14 - Fotomicrografia da secgado transversal do enxerto interposto entre o
tronco superior e o tronco inferior (N2)(40x).
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Figura 15 - Fotomicrografia da secc¢do transversal do enxerto interposto entre o
tronco médio e o tronco inferior (N3) (40x).

4.6.5 Area das fibras musculares

A média da area das fibras do musculo flexor superficial dos dedos no
grupo desnervado foi 117,20 um? (£ 9,80), variando de 102,89 ym? a 131,20 ym?; no
grupo neurorrafia a média foi 156,12 ym? (x 10,36), variando de 138,44 um? a 167,08
MmM?2; no grupo controle a média foi 243,39 ym? (£ 41,73), variando de 156,04 um? a
293,85 uym? (Tab. 16).

Na anadlise histologica das laminas do musculo flexor superficial dos
dedos, coradas com hematoxilina e eosina, pudemos observar que n&o houve
diferengas macroscoépicas entre os grupos. Todos se apresentaram com fibras de
grandes areas, aspecto poligonal, com nucleos sempre em posi¢cao periférica e com
presengca de pouco tecido conjuntivo, isto €, caracteristicas de tecido muscular

normal, ndo havendo sinais de atrofia. (Fig. 16, 17, 18).

A analise estatistica das médias da area dos musculos flexores

superficiais dos dedos mostrou diferencas entre os trés grupos (p<0,001). Para
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verificar quais os grupos que diferem entre si, foi realizado o teste de Comparacoes

Multiplas de Tukey.

Neste teste foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
entre todos os grupos avaliados. Sendo o grupo desnervado foi menor que o grupo
neurorrafia (p=0,006) e foi menor que o grupo controle (p<0,001). O grupo

neurorrafia também foi menor que o grupo controle (p<0,001) (Tab. 17).

Tabela 16 — Area das fibras do musculo flexor dos dedos em micrémetro quadrado.

N° do RATO GD GN GC

1 167,08 156,04

2 102,89 143,73 201,63

3 105,19 152,02 256,77

4 123,56 163,16 235,95

5 107,86 154,91 270,90

6 120,45 164,77 247,46

7 116,32 147,25 255,05

8 124,45 163,26 293,85

9 122,83 138,44 272,86
10 131,20 166,56

Média 117,20 156,12 243,39

DP 9,80 10,36 41,73

Tabela 17 — Comparagao dos grupos e significancia em negrito, da area das fibras
do musculo flexor superficial dos dedos.

TR (SR DeSnrgr?/(;do Nei:gﬁ’gfia C(g:::foc;e
GD -38,92 (0,006) -126,19 (0,000)
GN 38,92 (0,006) -87,27 (0,000)
GC 126,19 (0,000) 87,27 (0,000)

GD < GN (p<0,001); GN < GC (p<0,001); GD<GC (p<0,01) Teste Tukey
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FIGURA 16 - Fotomicrografia das fibras do musculo flexor superficial dos dedos do
grupo desnervado (20x).

Figura 17 - Fotomicrografia das fibras do musculo flexor superficial dos dedos do
grupo neurorrafia (20x).
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Figura 18 - Fotomicrografia das fibras do musculo flexor superficial dos dedos do
grupo controle (20x).




5. Discussio
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5.1 Método

Em uma pesquisa sempre se deve levar em conta as caracteristicas ou a
necessidade da pesquisa na escolha do animal de experimentacgéo (Strasberg et al.,
1999).

Nas pesquisas de lesdo e regeneragcédo de nervo periférico, o rato € um
modelo freqientemente utilizado, pois ele apresenta uma rapidez da regeneragao
tecidual e recuperacdo funcional (Mackinnon et al., 1985b; Evans et al., 1994,
Strasberg et al., 1999). Os ratos sao de facil manipulagdo, muito resistentes, baixo
custo de obtencao e manutencgao (Glasby et al., 1986; Viterbo, 1992a; Viterbo et al.,
1993c; Viterbo et al., 1994a; 1994b; Bertelli et al., 1996; Strasberg et al., 1999; Reis,
1999). Existem na literatura varios trabalhos com outros animais, como coelhos
(Hems & Glasby, 1992), macacos (Mennen, 1999), que apresentam um maior custo

e maior facilidade de infecgdes.

Os ratos do sexo feminino apresentam um ciclo estral, onde ha influencia
dos horménios adenohipofisarios (FSH, LH) e dos proprios horménios gonadais
(estrogénio e progesterona). Ja os ratos do sexo masculino ndo estao sujeitos a esta
flutuabilidade dos ritmos hormonais das fémeas (Lincoln, 1980 e Carandente et al.,
1989).

Estes fatores nos levaram a utilizar ratos do sexo masculino e jovens.

A escolha em utilizar animais jovens, foi devida, varios autores referirem
que o avangar da idade influencia na regeneragao dos tecidos, podendo prejudica-
la, (Onne, 1962; Almquist & Eeg-Olafsson, 1970; Bunnell, 1927; Almquist et al.,
1983; Lundborg, 1987; Fawcett, 1992; Bharalli & Lisney, 1990; Vaughan, 1992), bem
como a velocidade de regeneracgao nervosa apresenta-se diminuida (Bunnell, 1927;
Fawcett, 1992; Vaughan, 1992) e ainda apresentam diminuicdo dos fatores

neurotréficos (Andrews, 1996).

Todos os animais tinham massas similares no inicio do experimento,
confirmado pela analise estatistica. Este detalhe € muito importante, pois oferece

comprovagao da homogeneidade da amostra (Vieira & Hossne, 2001).
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Os grupos foram definidos com dez animais cada um, numero similar ao
que foi utilizado por Sébille (1981) em cada grupo e acima do apresentado por
Caplan (1999), de cinco animais por grupo, e Fortes et al. (1999) com apenas dois
animais por grupo. Este numero foi determinado para conferir maior confiabilidade
na analise estatistica. Acreditamos que um numero inferior a dez torna a analise

estatistica prejudicada.

Escolheu-se, de forma aleatdria, o membro pélvico esquerdo e o0 membro
toracico direito em nosso trabalho, pois, apesar das diferengas morfolégicas
observadas nos distintos antimeros (Gardner et al.,, 1988; Gray, 1995; Latarjet &
Ruiz Liard, 1996), ndo foram encontradas referéncias sobre possiveis alteracées
entre os antimeros que pudessem comprometer os resultados em virtude dessas

variagdes.

Desde que Smith em 1964 introduziu o microscopio cirurgico nas
neurorrafias, recomenda-se sua utilizacdo durante o ato operatério, pois se obtém
melhores resultados, devido ao menor trauma operatorio e maior precisao no ato
cirurgico o que se reflete em melhor recuperagao funcional (Ferreira et al., 1974;
Terzis, 1979; Braun, 1982; Stopiglia et al., 1987; Millesi, 1990; Noah et al., 1997b;
Watchmaker & Mackinnon, 1997).

O anestésico utilizado em todas as cirurgias foi o pentobarbital de sédio
muito utilizado nestes trabalhos devido ao baixo custo e adequada eficiéncia (Reis et
al., 1998; Vicente et al., 1998a; 1998b; Reis, 1999; Wang, 1999; Oliveira et al., 2000;
Vicente, 2000; Reis et al., 2000; Vicente et al., 2000; Vicente et al., 2001). Outros
autores preferem anestésicos diferentes do por nés utilizado (Hems & Glasby, 1992;
Fortes et al., 1999; Matsumoto et al., 1999).

Para evitar a tendenciosidade (Berkuo et al., 1981), apds o procedimento
inicial que incluiu a retirada do enxerto e a avulsdo do tronco inferior, que foi
semelhante nos dois grupos operados, determinou-se por sorteio, a qual grupo

pertenceria o animal.

Devido a grande semelhanca do plexo braquial do rato e do homem
(Bertelli1992, 1995 — Chen & Gu 1994), optamos por utilizar este modelo
experimental, pois, os resultados obtidos, podem implicar em futura aplicacao

clinica.
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Observacdes realizadas nos nervos do membro superior do rato sdo mais
compativeis para serem transferidas para a pratica clinica que os modelos
experimentais do membro inferior (Bontioti et al., 2005; Papalia, 2006). Em
comparagado ao modelo no nervo ciatico, os animais em que se lesa 0 membro
superior apresentam menor estress, mesmo durante a primeira semana de pos-
operatorio. Também a automutilacdo e contratura articular sdo mais raras (Papalia et
al., 2003).

Varios modelos de avulsdo do plexo braquial foram descritos. O modelo
adotado no trabalho é o descrito por Rodrigues-Filho et al. ( 2003), que prende o
tronco inferior com uma pinga e arranca a raiz da medula espinhal por tragdo. Cao &
Ling (2003) utilizaram um gancho de tendao para tracionar e avulsionar as raizes do
plexo braquial. Spinner et al. (2000) produziram um maneira ndo invasiva de lesao
do plexo braquial. Um aparelho usando método de aceleragdo passiva (PAM),

traciona o membro superior, simulando uma lesao fechada nos humanos.

Em nosso modelo experimental, optamos pela avulsdo das raizes (C8 e
T1) da medula espinhal, pois segundo Davies et al. (1966) e Bristol et al. (1989),

uma raiz, quando avulsionada da medula espinhal, ndo regenera espontaneamente.

Viterbo et al em 1992a desenvolveu um modelo experimental em que um
enxerto de nervo autdlogo fresco é fixado a face lateral de um nervo intacto, sem
janela epineural através de dois pontos simples com fio de nailon monofilamentar

10-0, ou seja, neurorrafia término-lateral, e que foi adotado neste trabalho.

Segundo Watchmaker & Mackinnon (1997) e Battiston et al. (2000), o
enxerto nervoso autélogo € a melhor opgéo para se tratar perda de tecido nervoso
que tenha deixado espago intersegmentar longo. Por esta razdo, utilizamos em

nosso trabalho o enxerto nervoso autélogo fresco.

Lundborg et al. (1994b) encontraram melhor resultado no teste funcional
de animais utilizando enxerto nervoso pré-degenerado, quando comparado com 0s
que receberam enxerto nervoso fresco. Também Danielsen et al. (1994) testaram
enxertos pré-degenerados por esmagamento, que demonstraram indice de
regeneragao melhor que o enxerto fresco. Apesar da preferéncia destes autores, a

maioria dos trabalhos usa enxertos frescos, por esta razdo optamos pelos mesmos.
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Em relagdo ao comprimento dos enxertos, alguns autores trabalharam
com enxerto de um centimetro de comprimento (Ferreira et al., 1974; Viterbo, 1992a;
Viterbo et al., 1994a; 1994b), com um centimetro e meio (Schultes et al., 2001) e
com dois e meio a trés centimetros (Fortes et al.,1999). Em nosso trabalho optamos
por enxerto nervoso de um centimetro de comprimento, para evitar a tensao entre o
enxerto e o nervo doador, 0 que poderia prejudicar a regeneragao nervosa € que ja
esta bem definido na literatura (Ferreira et al., 1974, Terzis et al., 1975; Sunderland,
1978; Mackinnon, 1989; Watchmaker & Mackinnon, 1997).

Nao existe consenso em relagdo ao comprimento maximo de um enxerto
de nervo, que pode variar de um e meio a sete centimetros, de acordo com as
necessidades, desde que nao haja tensao (Millesi, 1977). O enxerto nervoso nao
serve somente para guiar os axénios em regeneracao (Yuksel et al., 1999), mas
também para garantir um microambiente adequado a regeneragao nervosa (Aguayo
et al., 1976; 1979; Griffin & Hoffman, 1993; Liu et al., 1999).

Jenq & Coggeshall (1987), usando enxerto autdlogo de nervo sural de
oito milimetros de comprimento, concluiram que o tamanho do enxerto ndo
influencia a qualidade de regeneracdo e nem o numero total de axdnios

regenerados.

Goheen-Robilllard et al. (2002) em trabalho com ratos e utilizando enxerto
de nervo longo, suturado com neurorrafia término-lateral entre nervo tibial intacto e

nervo tibial contralateral, observaram regeneracao através do enxerto.

Tsuchihara et al.(2008), utilizaram na reconstrugao do nervo femural pés
resseccao de tumor do retroperiténio, um longo enxerto de nervo sural e observaram

bom resultado funcional.

Em nosso modelo, escolhemos o nervo cutadneo sural caudal (sural), que
€ um nervo sensitivo da pata traseira, como doador do enxerto, para ser utilizado

como pontes de enxerto entre os troncos do plexo braquial.

O nervo sural é o mais extensivamente estudado no homem e o mais
utilizado clinicamente para enxerto em reparo nervoso periférico, por ser
provavelmente a melhor fonte de nervo do corpo humano. Esse nervo ¢é inteiramente
sensitivo, a excegdo de um pequeno contingente de fibras autonémicas amielinicas,

possuindo um padréo de constituicdo mais homogéneo (Corkidi et al., 1997; Chang,
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2002). O nervo sural pode ser disponivel como enxerto de 30 - 40 cm de
comprimento, sendo que sua retirada gera um minimo déficit sensitivo (Chang,
2002).

O facil acesso para dissecacéo e remogao do segmento de nervo cutaneo
sural caudal de rato também foi fator importante na escolha do enxerto nervoso em

nosso modelo experimental.

Devido ao nosso trabalho ser realizado em antimeros diferentes, retirando
um segmento de nervo do membro pélvico e fixando em um nervo do plexo braquial,
eliminou-se a possibilidade da ‘contaminagao’ de axdénios em regeneracgéao, oriundos
do coto proximal seccionado, conforme sugerido por McCallister et al. (1999) e
confirmado por Al-Qattan (2001), possibilidade que pode ocorrer onde os nervos

doador e receptor sdo proximos.

Lutz et al. (2000), através da técnica de dupla marcagéao retrégrada (Fast
Blue e Diamidino Yellow), excluiram a possibilidade de os brotamentos axonais

serem oriundos do coto proximal do nervo seccionado.

Hayashi et al. (2004) utilizaram em modelo experimental o envolvimento
dos nervos suturados com neurorrafia término-lateral a aponeurose do musculo

espinhal, o que poderia evitar a contaminag¢ao axonial.

Bertelli et al. (1996) observaram que as fibras nervosas s&o capazes de
crescer em direcao retrograda, usando a face externa do nervo como substrato para

alcancar o enxerto, causando assim uma contaminagao dos axonios.

Zhang et al. (1998) constataram, em trabalho experimental, que o reparo
nervoso término-lateral ndo tem sucesso quando o nervo doador e o receptor
originam-se de niveis diferentes da medula espinhal. Opinido que nao foi

compartilhada por nés e por outros autores.

Em trabalhos de Viterbo et al. (1992; 1994c), onde empregaram a
neurorrafia epineural término-lateral, com e sem a remocg¢do de janela epineural,
estes autores comprovaram que os resultados foram semelhantes e que a nao

retirada do epineuro nao foi impedimento para o crescimento axonial.

Em relagéo a janela de epineuro e perineuro, existem controveérsias na

literatura. Diversos trabalhos que empregaram a neurorrafia término-lateral
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realizaram a epineurotomia e perineurotomia (Kennedy, 1899 apud Battal & Hata,
1997; Ballance et al., em 1903; Viterbo et al., 1992; Viterbo et al., 1993c; Viterbo et
al., 1994 b e c; Bertelli et al., 1996; Noah et al., 1997a e b ; Tarasidis et al., 1997;
Zhao et al.,, 1997; Al-Qattan & Al-Thunyan, 1998; Viterbo et al., 1998; Liu et al.,
1999; McCallister et al., 1999; Zhang et al., 1999; Al-Qattan, 2000; Kayikgioglu et al.,
2000; Cederna et al., 2001; Papalia et al.,, 2001; Yan et al., 2002a; Jaberi et al.,
2003; Hayashi et al., 2004; Myckatyn & Mackinnon, 2004; Ozmen et al., 2004).

Lundborg et al. (1994b) utilizaram a neurorrafia término-lateral para fixar o
enxerto nervoso autélogo de nervo ciatico na face lateral intacta do mesmo nervo
contra-lateral. Também constataram apos 14, 35 e 90 dias, que os brotamentos
axoplasmaticos atravessaram o epineuro e responderam positivamente aos testes

funcionais.

Ja Bertelli et al. (1996), contrariamente a outros estudos, nao
encontraram evidéncias funcionais, motora e sensitiva, apos reparos término-lateral
e latero-terminal sem remog&o do epineuro, sugerindo que as camadas conjuntivas
do epineuro representam uma barreira para a penetracédo dos axdnios. Segundo os

autores, a secgao dos neurdnios € a principal condicdo para a regeneragao nervosa.

Em estudos realizados por Noah et al. (1997a) e Liu et al. (1999), estes
autores constataram o epineuro, quando intacto, parece formar uma barreira parcial
para regeneragao axonal e que a remogao do epineuro nao afeta a estrutura e

funcao do nervo doador.

Autores como Sanapanich et al. (2002) e Bontioti et al. (2005), realizaram
estudo com neurorrafia término-lateral e abertura de uma janela no epineuro,

obtendo significante regeneragao axonial.

Walker et al. (2004) compararam o tamanho ideal da janela epineural
para o reparo nervoso periférico através da neurorrafia término-lateral, onde o
tamanho das janelas variou de um até cinco milimetros. Constataram maior numero

de fibras no grupo com janela epineural maior.

Em nosso trabalho seguimos o angulo de coaptagdo da neurorrafia
término-lateral de 90° entre os enxertos e os troncos superior, médio e inferior sem a

retirada do epineuro, da mesma forma que diversos autores (Tarasidis et al., 1997,




Discussio 118

Kalliainen et al., 1999; Reis, 1999; Kayikcioglu et al., 2000; Cederna et al., 2001;
Zhang et al., 2001; Vicente, 2003).

Yan et al. (2002a) introduziram uma nova técnica de reparo término-
lateral pelo método helicoidal. Criaram uma janela epineural (quatro milimetros) na
face lateral do nervo tibial intacto, para uni-lo a superficie obliqua (30°) do coto distal
do nervo fibular seccionado. Analises funcionais e morfolégicas mostraram
resultados significantemente melhores nos animais reparados com essa técnica,

comparados aos da neurorrafia término-lateral padrao (90°).

Quanto a polaridade do segmento de nervo cutaneo sural caudal durante
a fixagao nao foi controlada e preservada em nosso estudo. Sotereanos et al. (1992)
inverteram em 180° um segmento do nervo cidtico de rato e compararam com o
reparo do mesmo nervo na posi¢gao normal e ndo observaram influéncia da inversao
de polaridade na fungdo desse nervo. Mais recentemente, Nakatsuka et al. (2002)
também nao encontraram diferengas eletrofisioldgica e histolégica ao comparar o

enxerto de nervo sural polarizado com o de polaridade invertida.

Optamos neste trabalho por utilizar dois pontos de sutura com fio
monofilamentar de nylon 10-0, seguindo modelo de Viterbo et al. (1992a) Caplan et
al. (1999) e Schultes et al.(2001) e devido ser suficiente para adequada coaptacéo.
Autores como Mackinnon (1989) e Lundborg et al. (1994a) utilizaram trés pontos de
sutura com fio monofilamentar de nylon 10-0 para permitir melhor contato entre os

nervos suturados, tanto na neurorrafia término-terminal quanto na término-lateral.

O fio que utilizamos foi de nailon monofilamentar por este induzir menor
reacao tecidual (Bora Junior, 1978; Braun, 1982; Stopiglia & Erhart, 1987). Segundo
Rappeti & Pippi (2000), o fio de nailon monofilamentar apresentou, juntamente com
o fio de poliglactina, a menor reagao tecidual quando comparado aos fios de seda e

categute cromado.

Quanto ao calibre do fio, foi escolhido o 10-0 para que a lesdo néao
intencional dos axdénios, no momento da passagem da agulha e do fio, fosse a

minima possivel (Braun, 1982).

Diversos autores estudaram a reinervagédo de um musculo esquelético
desnervado, apds o reparo nervoso periférico, utilizando a neurorrafia término-

lateral. Para tal, fixaram o coto distal de um nervo motor seccionado a outro nervo
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intacto adjacente, em ratos (Viterbo, 1992a; Viterbo et al.,, 1992; Viterbo et al.,
1993c; Viterbo et al., 1994b e c; Noah et al., 1997b; Viterbo et al., 1998; Zhang et al.,
1998; McCallister et al., 1999; Papalia et al., 2001; Tiangco et al., 2001; Goheen-
Robillard et al., 2002; Ulkur et al., 2003), em coelhos (Koller et al., 1997; Giovanoli et
al., 2000; Jaberi et al., 2003) e em macacos (Mackinnon et al., 1988; Mennen, 1999).
Nosso trabalho se diferencia por fixar um enxerto com duas suturas término-laterais

entre um nervo intacto e outro parcialmente desnervado.

Referente ao periodo de observacéo pds-operatoria, alguns experimentos
verificaram o resultado horas apds a lesdo e/ou o reparo. A presenca de brotos ao
nivel do nodo de Ranvier foi constatada cinco horas apds a lesao por Tomatsuri et
al. (1993, apud Fu & Gordon, 1997) e seis horas apos por lde & Kato (1990).
Sjoberg & Kanje (1990) verificaram que os neuritos comegam a aparecer trés horas
apos lesdo por esmagamento. Ja Okajima & Terzis (2000) observaram, 12 horas
apods o reparo, cones de crescimento no nervo doador de axoénios e, 48 horas apds,
axobnios regenerando dentro da membrana basal da célula de Schwann do enxerto

nervoso fixado de forma término-lateral.

Quando o periodo de observagao pos-operatéria foi definido em semanas
ou meses, encontramos uma grande variabilidade nos trabalhos em ratos que
adotaram sete dias (Matsumoto et al., 1999; Tiangco et al., 2001), seis meses (Ueda
& Harri, 2004), e até 15 meses (Rab et al., 2002). Em trabalho realizado em animal
de médio porte (ovelha), foi estabelecido um periodo maior, de 18 meses (Frey et
al., 1992).

Reis et al. (1998), Reis (1999) e Reis et al. (2000) observaram uma
populacdo de fibras nervosas dentro do enxerto nervoso apds 12 semanas.
Aszmann et al. (2003), também estabeleceram periodo de 12 semanas para o
experimento, obtendo crescimento dos axoénios. McCallister et al. (2001)
estabeleceram 20 semanas.De acordo com Mackinnon et al. (1989) e Viterbo et al.
(1992, 1993, 1994a), o resultado de neurorrafia término-terminal estabiliza-se a
partir dos seis meses. Estes autores levaram em consideracédo nao s6 o crescimento

axonial no enxerto, mas também a reinervagdo muscular.
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Lutz et al. (2000) e Haninec et al. (2004), em trabalho experimental no
membro superior de ratos, optaram por 16 semanas de observagao, verificando
crescimento de axénios. Da mesma forma, optamos neste estudo pelo tempo de

observagao pés-cirurgica de 16 semanas.

Um modelo matematico foi apresentado por Holmquist et al. (1993), para
calcular a taxa de regeneracido e o periodo para o inicio da regeneragao nervosa
periférica, através do teste sensitivo do beliscdo, apds o reparo cirurgico com
enxerto fresco fixado pela neurorrafia. Nesse estudo em ratos, observou-se uma
taxa de regeneracgao do nervo ciatico de 1,5 mm/dia, apés uma demora inicial de 3,6

dias.

Um ponto muito importante na escolha de trabalhos experimentais em
nervos periféricos, € a possibilidade de realizar a avaliagdo quantitativa da

recuperacgao funcional pos lesédo (Varejao et al., 2001)

Em modelo experimental com o membro superior, 0 mais usado método
de avaliagdo quantitativa da recuperagdo motora é o “grasping test” (Varejao et al.,
2001). Um método n&o invasivo, muito simples e pode ser repetido quantas vezes

forem necessarias (Papalia et al., 2003).

Descrito por Bertelli em 1995, o teste funcional de preensao, denominado
de “grasping test’, pode avaliar a qualidade da regeneracdo do nervo e da
reinervagdo muscular do rato, semelhante ao dinamémetro utilizado na pratica
clinica. O “grasping test” € mais especifico para o nervo mediano, pois o nervo
mediano € responsavel pela inervagcdo dos musculos flexores dos dedos,
controlando assim a forca de preensdo do rato, enquanto o nervo ulnar ndo da
ramos para os musculos flexores dos dedos (Bertelli, 1995; Bontioti et al., 2005).
Neste trabalho, realizamos o”’grasping test” como avaliagdo funcional, porém com

desnervacao da pata contralateral, conforme descrito por Bertelli (1995).

Conforme Papalia et al. (2003), o uso de fita para anular a pata
contralateral durante o “grasping test” estressa muito o rato que se concentra em

liberar a pata saudavel.

Papalia et al., 2006, descreveu um teste funcional para o nervo ulnar, que
consiste do rato prender com a pata esferas colocadas em uma placa sobre uma

balanca.
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Quanto ao estudo eletrofisiolégica, a eletromiografia pode ajudar a
estabelecer a localizagcao, determinar a severidade, predizer a recuperagao funcional
da lesdo, bem como excluir outro diagnodstico (Kim et, al., 2003). No homem, a
eletromiografia é mais fidedigna 2 a 3 semanas apdés a lesdo, devido a degeneragao
walleriana que necessita algumas semanas para se estabelecer (Spinner et al.,
2005).

Entretanto, segundo Yuksel et al. (1999), em trabalhos recentes sobre a
neurorrafia término-lateral, a morfometria e os testes eletrofisioldégicos sao utilizados

para analisarem os resultados deixando de lado os testes funcionais.

Lutz et al. (2000) descreve realizagcdo de eletromiografia no membro
superior, colocando eletrodo diretamente no nervo e no musculo flexor superficial

dos dedos. Modelo este, adotado neste trabalho.

Conforme Dellon & Mackinonn, 1989, o teste morfométrico e
eletrofisiolégico ndao devem ser feitos juntos, pois sao informagdes redundantes. A
morfometria seria mais indicada para se ver ha regeneragdo, enquanto a

eletromiografia seria melhor para a porgao distal da neurorrafia.

Todas as laminas dos nervos deste trabalho foram pds-fixadas e coradas
com Osmio e azul de toluidina, para a visualizacdo adequada dos axdénios e suas
bainhas de mielina seguindo a tendéncia de varios autores (Lundborg et al., 1982;
Mackinnon 1984; Mackinnon et al., 1985; Fortes et al., 1999; McCallister et al., 1999;
Strasberg et al., 1999; Vicente 1999; Wang, 1999; Oliveira et al., 2000; Vicente et al.,
2001).

Os dados morfomeétricos dos nervos ou enxertos em regeneragao, tais
como numero de fibras nervosas, o didmetro axonal e a espessura da bainha de
mielina, sdo parametros que fornecem indicagdes relevantes sobre o estado
funcional dos neurbénios e das células associadas a eles (Strasberg et al., 1999;
Caplan et al., 1999; McCallister et al., 1999; Wang, 1999; Oliveira et al., 2000;
Schultes et al., 2001).

Essas informacbes sao importantes para a avaliagcdo dos processos
regenerativos e degenerativos, decorrentes do estabelecimento de estados

patologicos ou traumaticos no sistema nervoso periférico (Fields et al., 1989).
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As afericbes do numero total de fibras nervosas e do seu didmetro sao
parametros apropriados para medir brotamentos axonais e o efeito da maturagao ou

neurotropismo (Dellon & Mackinnon, 1989).

No entanto, Kuypers et al. (1998) comprovaram a discrepancia entre
resultados magnéticos e histoldégicos em experimento de reparo nervoso periférico
término-terminal. Constataram, 20 semanas apds a cirurgia, que o resultado
histologico apresentou decréscimo de 5% no numero de fibras mielinicas em relagao
ao nervo normal. Ja o dado neurofisiolégico apresentou um decréscimo resultante
da perda de 50% das unidades neuronais mielinicas. Assim, concluiram que, das
unidades mielinicas presentes no corte histoléogico, 5% degeneraram
completamente, 45% estavam vitais, mas perderam a capacidade de conducao e

somente 50% permaneceram vitais e conduzindo impulsos.

5.2 Resultados

Durante a coleta dos enxertos, constatamos uma fibrose do tecido
circunvizinho ao enxerto, provavelmente resultado da divulsdo realizada na regiao
quando da dissecacdo do plexo braquial e exposicdo de seus troncos. Tal fato

também foi encontrado por Ferlic & Goldner (1965).

A auséncia de processo infeccioso nos animais, reforca o que se sabe
sobre a grande resisténcia do rato a infeccdo (Mardegam et al., 2001), pois as
cirurgias foram realizadas com material ndo esterilizado e n&do foi administrado
antibidtico.

No dia da eutanasia e coleta dos segmentos nervosos, foi observado que
0s animais dos grupos experimentais ndo apresentaram alteragdo na marcha. Isso
era esperado em fungao do nervo cuténeo sural caudal ser um nervo sensitivo da
perna, dado esse confirmado em estudos anteriores realizados sobre esse nervo
(Ortigliela et al., 1987; Lajara et al., 1988; Coert & Lee Dellon, 1994; Huene &
Bunnell, 1995; Corkidi et al.,, 1997; Solomon et al., 2001; Chang, 2002,
Mahakkanukrauh & Chomsung, 2002).
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5.2.1 Massa

A massa inicial dos animais dos trés grupos estudados ndo mostrou
diferenca estatistica, comprovando-se, assim, a homogeneidade da amostra. Esse
detalhe é importante, pois em estudos realizados por Viterbo et al. (1992, 1993a,
1994a e b) com o musculo tibial cranial, estes autores concluiram que a massa do
musculo correlaciona-se diretamente com a massa do animal. Da mesma forma o

musculo flexor superficial dos dedos deve ter correlagdo com a massa do animal.

A massa final dos ratos também foi homogénea, ndo havendo diferenca
estatistica entre os trés grupos. Esse detalhe reflete a padronizagdo das condi¢oes

ambientais oferecidas e do tempo do experimento.

A massa do musculo flexor superficial dos dedos n&do mostrou diferenca
estatistica entre os trés grupos estudados. Mesmo no grupo desnervado néo houve
atrofia, pois a lesdo do plexo braquial por nés realizada foi parcial. Através da
observagao macroscopica, nao encontramos alteragdo na forma deste musculo em
nenhum dos grupos no dia da coleta das amostras. Talvez em trabalhos futuros
deva-se optar por outro musculo que apresente alteracdo atrofica, mesmo na lesao
parcial. Para isto, este musculo teria que ter massa maior que o flexor superficial dos
dedos, por nos utilizado. Talvez o musculo biceps seja mais indicado, por apresentar

maior massa.

A analise estatistica das médias das areas das fibras musculares do
musculo flexor superficial dos dedos mostrou diferenga entre os trés grupos, sendo
que o grupo desnervado foi menor que o grupo neurorrafia (p<0,001), o grupo
neurorrafia foi menor que o grupo controle (p<0,001) e o grupo desnervado foi

menor que o grupo controle (p<0,001)

A diferenga encontrada na area da fibra muscular sem apresentar
diferenca na massa do musculo, pode ser devido a pequena massa muscular e sua
alteracao ter sido sutil. Geralmente o musculo atrofiado apresenta substituicdo da
fibra muscular por tecido adiposo (Oswald et al. 2004), o que determina a

manutencdo da massa muscular, porém com diminui¢cao da area da fibra muscular.

A massa do musculo € uma variavel valida, quando positiva, porém nao

demonstrou neste trabalho ser muito sensivel.
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5.2.2 Estudo Eletrofisiolégico

A laténcia ndo mostrou diferenga estatistica entre os trés grupos tanto no
pré como no pdés-operatério. A laténcia € sensivel a qualquer lesdo nervosa,
entretanto ndo foi sensivel suficiente para detectar alteragdes entre os grupos neste

trabalho.

Gu et al 2004, em trabalho experimental de avulsdo de C8 e reimplante
da mesma raiz na medula espinhal, observaram que apos 20 semanas a laténcia
nao apresentou diferenga entre o grupo reimplantado e o grupo controle. Estes

autores ndo avaliaram a amplitude.

Lutz et al. (2000) mediram a velocidade de condugédo nos nervos ulnar e
radial no membro superior de ratos, apés 16 semanas, ndo havendo diferenca

significante na laténcia. A amplitude também n&o foi avaliada.

No entanto, a amplitude apresentou diferengas entre os grupos, sendo
que o grupo neurorrafia foi menor que o grupo controle (p=0,04), o grupo
desnervado foi menor que o grupo neurorrafia (p<0,001) e o grupo desnervado foi
menor que o0 grupo controle (p<0,001). A diferenga significante da amplitude

demonstra que este parametro foi mais sensivel que a laténcia.

Carlstedt el al. (1993) no estudo eletrofisiolégico do experimento onde
reimplantou as raizes avulsionadas do plexo braquial na medula espinhal,
encontraram na avaliacao da amplitude do musculo biceps de ratos, valores de 50%

em relagdao ao musculo normal.

5.2.3 “Grasping test”

Na avaliagao realizada no pds-operatério imediato, ndo houve diferenca
significante entre os grupos desnervado e neurorrafia (p=0,290), demonstrando que
a lesdo por avulsdo total do tronco inferior causou uma desnervacao eficaz e

semelhante nos grupos neurorrafia e desnervado.

No entanto, apdés 16 semanas da cirurgia, houve diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos: o grupo neurorrafia foi maior que

0 grupo desnervado (p<0,001), o grupo controle foi maior que o grupo neurorrafia
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(p<0,001) e o grupo desnervado foi menor que o grupo controle (p<0,001). Isto

comprova a eficacia da reinervagao obtida no grupo neurorrafia.

Introduzido por Bertelli & Mira (1995), o “grasping test” tem grande valor,
pois n&o necessita o sacrificio dos animais para acompanhar a regeneragao axonial
dos nervos do plexo braquial, pode ser realizado sem a necessidade de anestesia,
da mesma forma que o “Walking Track Analisis” nos estudos da regeneragédo do

nervo ciatico.

Gu et al 2004, observaram apds 20 semanas em trabalho experimental de
avulsao de C8 e reimplante da mesma raiz na medula espinhal, que os animais com
melhores resultados no “grasping test” foram os que apresentaram regeneragao do

nervo mediano.

Lutz et al. (2000) realizaram o “grasping test “ em 12 e 16 semanas,
sendo que o grupo neurorrafia término-lateral apresentou uma forga de 70%

comparado ao grupo término-terminal.

Papalia et al. (2003), ap6s 28 semanas de neurorrafia término-lateral do
nervo mediano na face lateral do nervo ulnar, verificaram que o “grasping test’

apresentou resultado positivo refletindo uma recuperacao da flexdo dos dedos.

Em modelo para avaliar a fungdo do membro superior, Bontioti et al.
(2005) utilizaram a medida da “pawprint”, onde sdo aferidas distancias entre os
dedos na pata anterior do rato, em trabalho experimental utilizando os nervos radial,
mediano e ulnar. Estes nervos foram suturados de forma término-lateral no nervo
musculocutaneo de ratos, retirando uma janela de epineuro e realizando incis&o no
perineuro. Concluiram que apds seis meses houve crescimento axonial, chegando o
resultado da “pawprint” do lado operado em 70% do resultado obtido da pata

contralateral normal.
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5.2.4 Morfometria

A contagem do numero de fibras nervosas do tronco inferior resultou em
maior numero no grupo neurorrafia quando comparado ao grupo desnervado
(p<0,001) e maior numero no grupo neurorrafia quando comparado ao grupo
controle (p=0,011), ndo havendo diferenga estatisticamente significante entre os

grupos desnervado e controle (p=0,303).

A média das areas das fibras nervosas mostrou diferencas
estatisticamente significantes, sendo que no grupo neurorrafia foi menor que no
grupo controle (p<0,001) e também no grupo desnervado foi menor que no grupo
controle (p<0,001). Nao foram encontradas diferengas significantes entre os grupos

neurorrafia e desnervado (p=0,776).

O grupo desnervado, apesar da avulsdo total do tronco inferior,
permaneceu com algumas fibras nervosas, devido a este tronco receber fibras de
ramo proveniente do tronco médio. No grupo controle, as fibras nervosas
mantiveram seu numero normal, enquanto no grupo neurorrafia o numero de fibras

nervosas esta aumentado provavelmente devido as fibras oriundas dos enxertos.

Na histologia dos segmentos N2 e N3 do grupo neurorrafia, evidenciou-se
grande quantidade de fibras nervosas e bainha de mielina bem definida,
comprovando a repopulagdo axonal adequada, o que caracteriza nervo normal em

regeneragao.

Quanto a area dos axénios, houve diferenga estatisticamente significante.
O grupo neurorrafia foi menor que o controle (p<0,001) e o grupo desnervado foi
também menor que o grupo controle (p<0,001). Nao foram encontradas diferencas

entre os grupos neurorrafia e desnervado (p=0,986).

Os resultados da espessura da bainha de mielina foram semelhantes aos
das areas dos axOnios, mostrando as mesmas diferengas estatisticas. O grupo
neurorrafia foi menor que o controle (p=0,001) e o grupo desnervado também foi
menor que o controle (p=0,007). Nao foram encontradas diferencas entre os grupos

neurorrafia e desnervado (p=0,596).
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Royttd & Salonen (1988) constataram que o didmetro dos axénios e a
espessura da bainha de mielina aumentaram até 50 semanas apds a seccéo e
regeneragao do nervo ciatico de ratos. Nosso periodo pds-operatorio foi de apenas
16 semanas, o que sugere que as fibras nervosas ndo tenham alcangado o maximo
do seu desenvolvimento regenerativo, estando o processo de mielinizagao
incompleto. E essa mielinizacdo das fibras nervosas é somente um sinal de
maturidade, podendo as fibras nervosas conduzirem impulso antes da mielinizagéo

total.

Sanapanich et al. (2002) sugeriram que a area do axdnio e espessura da
bainha de mielina apos trés meses de reparo, poderiam, num espago maior de

tempo apresentar melhor resultado.

Talvez o tempo de 16 semanas de observagao utilizado neste
experimento, o mesmo empregado nos trabalhos de Tarasidis et al. (1999), Lutz et
al. (2000) e Haninec et al. (2004), tenha sido insuficiente para o crescimento e
maturagdo dos axdnios. Outros autores preconizam que a regeneragdao muscular é
melhor com tempo de observagdo maior, como 20 semanas (McCallister et al.,
2001) e 24 semanas (Mackinnon et al., 1989; Ueda & Harri, 2004).

Nas lesdes de plexo braquial, as opg¢des de nervos como doadores sao

limitadas, especialmente quando temos avulsao de multiplas raizes.

Este trabalho revelou que os troncos integros do plexo braquial s&o
adequados como doadores de axdénios podendo vir a serem utilizados clinicamente

em diversas situagoes criticas.

Devido a n&o causar lesao no nervo doador, esta cirurgia podera ser feita
em um intervalo de tempo mais curto apos a lesao do plexo braquial, amenizando

assim a consequente atrofia muscular provocada por estas lesées nervosas.

A utilizagcdo de enxertos mais curtos, intraplexo, € outro ponto positivo a
ser enfatizado, pois se pode utilizar um niumero maior de pontes de nervos, obtendo-

se talvez melhores resultados nas lesdes de plexo braquial.

A principal meta a ser alcangada em qualquer reparacdo nervosa € a
recuperacao funcional das estruturas reinervadas. O que observamos em nosso
trabalho foi que, mesmo n&o apresentando um grande numero de fibras nervosas,

ocorreu uma reinervacao do musculo flexor superficial dos dedos que levou a uma
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recuperacao funcional adequada, conforme demonstrado no teste funcional, o

“grasping test”.

Mais uma vez gostariamos de ressaltar que talvez, com observagdo em
periodo mais longo, o resultado morfométrico das fibras nervosas fosse diferente,

acompanhando o resultado funcional obtido.

Finalizando, acreditamos que este trabalho trouxe grande contribuigao
nos estudos das lesdes de plexo braquial, comprovando os achados clinicos de
Viterbo e col. (1994d, 1995, 2000, 2003, 2005) com as técnicas “Robin Hood” e
“Robin Hood expandido”. Certamente as contribuicdes clinicas advindas deste

estudo serdao muito importantes.




6. Concluséo
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Baseados no modelo experimental utilizado concluimos que foi possivel
reinervar o tronco inferior, parcialmente lesado, a partir do tronco superior e médio,

nao lesados, com uso de enxertos e neurorrafias término-laterais.
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