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“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano, ele treme de medo. Olha para
tras, para toda a jornada, os cumes das montanhas, o longo caminho sinuoso
através das florestas, através de povoados, e vé a sua frente um oceano tao vasto
que entrar nele nada mais é do que desaparecer para sempre. Mas nao ha outra
maneira. O rio ndo pode voltar. Nem vocé pode voltar. Voltar é impossivel na
existéncia; vocé pode apenas ir em frente. O rio precisa se arriscar e entrar no
oceano. E somente quando ele entra no oceano o medo desaparece, porque apenas
0 rio sabera que nio se trata de desaparecer no oceano, mas torna-se oceano. Por
um lado é desaparecimento e, por outro lado, é uma tremenda ressurrei¢cdo.”
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RESuUMO

As lesbGes do sistema nervoso periférico (SNP) causam danos motores e
sensitivos com consequente perda funcional da extremidade acometida. Os
prejuizos causados por uma lesdo completa ou neurotmese sao ainda mais sérios,
podendo levar a sindromes de dor neuropatica e diminuicao da qualidade de vida, o
que constitui um grande desafio para pesquisadores e clinicos. Embora haja no SNP
evidéncias de um franco processo regenerativo apos lesdo, permanece o interesse
em se descobrir mecanismos e técnicas que acelerem este processo reparador.
Muitos esforcos tém sido realizados para induzir a regeneracao nervosa no local da
lesdo do nervo, incluindo desde procedimentos cirdrgicos a utilizacdo de
biomateriais, terapias celulares e reabilitacdo. O objetivo desse estudo foi verificar a
contribuicdo das células mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano
(ADSCs) no processo de regeneracao apos cinco semanas da seccao total. Para
isto realizou-se transeccao total, seguida de tubulizagdo com uma prétese de poli-3-
hidroxibutirato (P(3HB)) no nervo ciatico esquerdo de 15 camundongos Balb-C. No
primeiro grupo (n=5) foram adicionadas ADSCs dentro do tubo (grupo MA); no
segundo grupo (n=5) foi injetado apenas meio de cultura DMEM (grupo DMEM) e no
terceiro grupo (n=5) o tubo foi deixado vazio (grupo TP). Os resultados mostraram
uma piora do Indice Estatico do Ciatico ap6s uma, trés e cinco semanas em todos os
trés grupos experimentais, sendo que o grupo TP apresentou os piores indices.
Porém, na oitava semana apés a lesédo, o grupo MA apresentou melhora da fungéo,
diferente do grupo DMEM que continuou piorando. Em todos os grupos foi possivel
observar a presenca de reacado inflamatéria localizada, degeneracdo axonal,
vacuolizacdo e neovascularizacdo. A marcacao para macréfagos e vasos permitiu
evidenciar similaridade entre os grupos, porém a imunomarcacao para células de
Schwann (SCs) mostrou maior presenca destas células no grupo MA e maior
organizacao do tecido. Ao contrario, o grupo DMEM possuiu um tecido mais frouxo e
desorganizado e o grupo TP apresentou menos marcagao. Nas medidas dos nervos
em cortes transversais o grupo MA apresentou nervo regenerado com maior area de
tecido nervoso. O grupo DMEM obteve uma area total maior que a area de tecido
nervoso encontrado, evidenciando tecido frouxo. A analise do diametro médio dos
nervos mostrou que no grupo DMEM houve aumento do tecido ndo neural no
segmento regenerado, 0 que nao ocorreu nos demais grupos. Quando se comparou
a média dos diametros dos diferentes grupos verificou-se que o grupo MA
apresentou tanto o diametro total do segmento quanto do tecido neural presente
maior que o do grupo TP com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001).
Houve também diferenca entre DMEM e TP (p < 0,01), porém o didmetro total ou do
tecido neural presente no grupo MA nao foi diferente que o visto nos animais do
grupo DMEM (p>0,05). Os resultados indicam que a associacdo entre tubulizagao
com P3(HB) e transplante de células mesenquimais adiposas constitui-se em uma
opcao promissora para o desenvolvimento de tratamentos para lesdes periféricas.

Palavras-chave: Regeneracao; sistema nervoso periférico; tubulizacao; células
mesenquimais derivadas do tecido adiposo, polihidroxibutirato.
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ABSTRACT

Peripheral nervous system (PNS) injury causes serious sensory and motor
deficiencies with consequent functional deficit of the denervated extremities. The
damage caused by a complete injury or neurotmese are still more serious, eventually
leading to neurophatic pain syndromes and to a decrease in quality of life. This
constitutes a great challenge for scientists and physicians. Despite the spontaneous
PNS regeneration, interest remains in discovering mechanisms and techniques that
can contribute to accelerate and improve the repairing process. Many efforts have
been carried out to induce nervous regeneration at the injury site, including surgical
procedures, the use of biomateriais, cellular therapies and rehabilitation. The main
goal of this study is to investigate the contribution of grafted human adipose-derived
stem cells (ADSCs) in the process of regeneration after five weeks of a complete
transsection. The surgery was followed by tubulization with a prosthesis of poly-3-
hydroxybutyrate (P(3HB)) in the sciatic left nerve of 15 Balb-C mice. In the first group
(n=5) ADSCs were added inside the tube (MA group); in the second group (n=5) only
DMEM culture medium was injected (DMEM group) and in the third group (n=5) the
tube was left empty (TP group). The results showed a progressive worsening of the
sciatic static index (SSI) after one, three and five weeks in all the three experimental
groups, whereas TP presented the worst rates. In the eighth week after injury, the
MA group slightly improved, differently from the group DMEM, which kept on getting
worse. In all the three groups it was possible to observe the presence of a localized
inflammatory reaction, axonal degeneration, vacuolization and neovascularization.
Immunolabeling for macrophages and capillaries were similar among the groups. On
the other hand, labeling for Schwann cells (SCs) showed a higher number of such
cells in the MA group. It was also possible to note that the overall appearance of the
regenerated nerves revealed areas of unorganized and loose tissue in the DMEM
group, while in MA treated animals the nervous tissue seemed more compact. The
DMEM group presented a total diameter larger than the diameter of the nervous
tissue, which is compatible with the idea of DMEM inducing the formation of a loose
non nervous tissue at the regeneration site. Comparison of the average diameters for
the three groups showed that TP was significantly narrower than the others (p
<0,001). There was also a difference between DMEM and TP (p <0,01). However,
the diameters of both total or only neural tissue were not significantly different
between MA and DMEM (p> 0,05). These results indicate what the association
between tubulization with P3(HB) and transplant of mesenchymal adipose cells
constitutes in a promising opportunity for the development of new treatments for
peripheral injuries.

Key words: Regeneration; peripheral nervous system; tubulization; adipose-derived
stem cells, poly-hydroxybutyrate.
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1. INTRODUCAO

A regeneracdo do tecido nervoso tem sido tema importante de pesquisa
cientifica. Embora haja no Sistema Nervoso Periférico (SNP) evidéncias de um
franco processo regenerativo apés lesao, permanece o interesse em se descobrir
mecanismos e técnicas que acelerem esse processo reparador, contribuindo para a
reducao de comprometimentos funcionais posteriores.

No ano de 1995, estimou-se cerca de cinquienta mil procedimentos para
reparo neuronal nos Estados Unidos (EUA) (BELLAMKONDA, 2006). No Hospital de
Base do Distrito Federal (Brasilia), foram atendidos cinqtienta e trés pacientes com
lesbes traumaticas de nervos periféricos no periodo de um ano (FLORES, 2006). O
grande numero de lesdes traumaticas, os altos custos gerados e a grande perda
funcional, acompanhada por dor e desconforto, resultam em importante impacto
social e psicoldgico, constituindo um problema de saude publica.

Diversas abordagens microcirurgicas refinadas sao utilizadas para promover o
reparo de nervos periféricos, porém os resultados clinicos permanecem
desapontadores, especialmente quanto a recuperacao funcional motora e sensitiva,
e melhores estratégias sdo necessarias (JEROSCH-HEROLD, 1993; ROSEN, 2000;
LUNDBORG, 2004). O uso de enxertos autélogos tem sido a técnica mais utilizada,
porém possui como desvantagens a perda da funcao neuronal do local doador, a
incompatibilidade entre as dimensdes do nervo e o enxerto, e a probabilidade de
formacao de neuroma (LANGONE et al., 1995).

O uso de proteses tubulares visando a reconexao do segmento deixado entre
dois cotos nervosos ap6s uma injuria tem sido intensamente investigado
(MOHANNA et al., 2003; MURAKAMI, et al., 2003; CHEN et al., 2005; CHENG et al.,

2007; PFISTER et al., 2007; PANSERI et al., 2008). A tubulizacdo é uma técnica que
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consiste na utilizagdo clinica de tubos artificiais em nervos seccionados para
promover a regeneragao nos casos onde permanece uma fenda irredutivel entre os
cotos proximal e distal. Dessa forma, serve como um conduite ou guia para o
crescimento das fibras por orientagdo mecanica e confinamento e para desestimular
a formacao de neuromas ou outros prejuizos funcionais causados pelo crescimento
axonal mal direcionado (FIELDS et al., 1989; LANGONE et al., 1995).

O avango da bioengenharia tecidual vem contribuindo para o aumento das
pesquisas que associam a utilizacao de préteses tubulares ao enxerto de diversos
tipos celulares, como por exemplo, células da medula 6ssea e transplante de células
de Schwann. Essa abordagem tende a favorecer a regeneracao do nervo periférico
(DEZAWA et al.,, 2001; PEREIRA LOPES et al., 2006; BRAGA-SILVA et al., 2006;
BRAGA-SILVA et al., 2008a) . As células mesenquimais derivadas do tecido adiposo
sdo uma populacao de células progenitoras extraidas do tecido adiposo descartado
em cirurgias de lipoaspiragdo. Pesquisas recentes tém reportado sua diferenciacéo
em condrocitos, mibcitos, osteoblastos e, mais recentemente, em células
progenitoras neurais (KANG et al., 2003a; TOHILL et al., 2004; KOKAI et al., 2005,
BAPTISTA et al., 2007; WOSNITZA et al., 2007). O transplante dessas células ja foi
testado inclusive no Sistema Nervoso Central (SNC), e os estudos sugerem que
esse tipo celular seja capaz de sofrer diferenciacao neuronal (KANG et al., 2003b).

A resposta neuronal a lesdo nervosa periférica tem sido intensamente
estudada por mais de um século, e certamente é o melhor exemplo da plasticidade
neuronal em vertebrados adultos (RAMON Y CAJAL, 1991 apud STOLL et al., 2002;
SNIDER et al., 2002). Este estudo, aqui apresentado, utilizou a tubulizagédo do nervo
ciatico em camundongos com prétese de Poli-3-hidroxibutirato (P3HB) e células

mesenquimais do tecido adiposo humano, para verificacdo da regeneracao nervosa.
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1.1 SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

1.1.1 Anatomia Basica

Anatomicamente, o Sistema Nervoso (SN) é dividido em Sistema Nervoso
Central (SNC), compreendido pelo encéfalo, medula espinhal e partes neurais do
olho, e em Sistema Nervoso Periférico (SNP), contendo os nervos periféricos,
ganglios e terminacdes nervosas (TORTORA & GRABOWSKI, 2002).

O estudo da organizacdo interna dos nervos periféricos ganhou interesse
adicional no inicio do século XX, em virtude das patologias traumaticas durante a
primeira e segunda Guerra Mundial (PRODANOV et al., 2007). O nervo € composto
de tecidos derivados de células do ectoderma e mesoderma (FIELDS et al.,1989)

As fibras nervosas periféricas estao presentes em todos os tecidos e 6rgaos
do corpo. A fibra nervosa é definida como condutora ou como unidade funcional da
célula nervosa. O neur6nio, ou célula neuronal, consiste em um corpo celular que
realiza atividade metabdlica intensa e de prolongamentos, dentre os quais o axénio,
que ira se conectar aos tecidos periféricos.

O SNP contém componentes somaticos e autonémicos, sendo que o primeiro
€ responsavel pela inervacdo dos musculos esqueléticos e regides sensitivas da
pele, enquanto o segundo ira inervar a musculatura lisa (FIGURA 1). Os corpos
celulares dos neurbnios motores estdo contidos no corno anterior da substancia
cinzenta da medula, enquanto que 0s neurbnios sensoriais estdo localizados no
ganglio da raiz dorsal (DRG) (NETTER et al., 2002; SMIT, 2006).

Os neurbnios sensoriais primarios sao pseudobipolares e tém apenas um
axonio que se conecta ao corpo celular. No entanto, os axénios se ramificam em

dois, logo apés o inicio de sua extensdo a partir do corpo celular: as projecdes
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periféricas inervam 6rgaos sensoriais nos tecidos periféricos, bem como as fibras
musculares formando o fuso muscular. Além disso, projegdes centrais conectam a
medula espinhal, podendo levar a informacao sensorial até o encéfalo. (CHEN et al.,

2007).

Corno posterior Ganglio da raiz dorsal

Corpo celular do neurdnio sensorial

Raiz dorsal

Corno anterior

Corpo celular do neur&nio motor
Raiz ventral

Nervo periférico——
Axdnio——

Bainha de mielina-

Pele

Figura 1. Esquema ilustrando os componentes do Sistema Nervoso Periférico. (Adaptado
de: Netter et al., 2002. Atlas of Neuroanatomy and Neurophysiology).

Nos nervos periféricos, as células de Schwann (SCs) representam as células

gliais que, além de envolverem os axénios, lhes conferem suporte tréfico através da
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producéo de fatores neurotroficos (PFISTER et al.,, 2007; CHEN et al., 2007). Tanto
as fibras mielinizadas quanto as nao-mielinizadas do SNP sao circundadas pelas
SCs, que, por sua vez, sao cobertas na superficie externa pela lamina basal. As SCs
formam a bainha de mielina internodal nos axénios mielinizados, e a regiao
compreendida entre duas SCs envolvendo um axénio € denominada nodo de
Ranvier. Os nodos de Ranvier contém os canais ibnicos que permitem o fluxo de
ions e conseqiente geracao de potenciais que conduzem o impulso elétrico de
forma saltatéria. Dessa forma, as SCs sao alinhadas descontinuamente ao longo do
axonio, separadas pelos nodos de Ranvier, tanto na porcao proximal quanto distal
do internodo. A lamina basal, no entanto, é continua entre as SCs adjacentes,
inclusive nos nodos. Em contraste, as fibras ndo mielinizadas possuem as SCs
continuas, sem fendas ou nodos entre elas. Todas as fibras dos nervos periféricos,
portanto, possuem em volta de si um tubo de Iamina basal continua (THANOS et al.,
1998).

Cada fibra nervosa é circundada individualmente pelo endoneuro, que
consiste em tecido conjuntivo ao redor de cada unidade individual - célula de
Schwann-axénio e a bainha de mielina (CHEN et al.,, 2007). Os fasciculos sao
formados por grupos de fibras que sdo circundadas por sua vez pelo perineuro,
composto por fibroblastos e coldgeno. A camada mais externa do nervo que envolve
os fasciculos é o tecido fibrocolagenoso denominado epineuro (Figura 2 e Figura 3).

A irrigacdo para os nervos periféricos geralmente se faz através do
mesoneuro ou da suspensao do mesentério. O vasa nervorum é um sistema
longitudinal de vasos dentro do nervo que permite a circulagdo. (TOWNSEND,

1994).
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Nervo Normal

Componentes Neurais Componentes do Tecido Conjuntivo

Mielina

axonio L& - -

endoneuro
perineuro
epineuro interno
epineuro externo
mesoneuro

microvasos

Amielinizados

FIGURA 2. Composi¢cao esquematica do nervo periférico. (Adaptado de: MacKinnon &
Dellon: Surgery of the Peripheral Nerve.New York: Thieme Medical Publishers, Inc, in
SMIT, 2006).
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FIGURA 3. Fasciculo do nervo cidtico em corte transversal, com coloragdo HE
(hematoxilina-eosina), evidenciando as camadas do nervo e a bainha de mielina (setas). (A)
aumento de 10X e (B) aumento de 40X. (Adaptado de:
http://www.medicalhistology.us/twiki/bin/view/Main/NervousTissueAtlas04)

1.1.2 Nervo Ciatico

O nervo ciatico € um nervo misto, composto por fibras motoras, sensitivas e
autondémicas. E a continuacdo do fasciculo superior do plexo sacral, formado pelas
raizes ventrais de L4-S3, sendo o maior do corpo humano em diametro. Emerge da

pelve através do forame isquiatico maior, e cursa abaixo ou entre o musculo
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piriforme, descendendo entre o trocanter maior do fémur e a tuberosidade isquiatica.
Ao longo da face posterior da coxa, o nervo ciatico localiza-se anterior aos musculos
biceps femoral e semi-tendinoso, até seu tergo inferior, onde se divide em dois
ramos denominados nervos tibial e fibular comum (FONSECA et al., 2002)

(Figura 4).

Nervo posterior
cutinio da coxa
(81, 82, 83)

Mervo cidtico
(L4, L35, 51,52,83)

Inervagiio cutinea

Mervo fibolar comum

Mervo Tibial

MNervo fibalar comum
via nervo cutiineo
lateral sural

Mervo cutiines }

medial sural II{
Dio nervo cidtico Nervo fibular ==

superficial {

| Mervo surnl
8l i: Nervo tibial

FIGURA 4. Inervacdo do nervo ciatico. Desenho ilustrativo mostrando a inervagédo do
nervo ciatico. Adaptado de: Netter et al, 2002. Atlas of Neuroanatomy and
Neurophysiology.

Os nervos tibial e fibular comum representam duas divisdes no interior do

nervo ciatico que estdo manifestadas na origem do nervo, em estagios precoces do
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desenvolvimento embrionario. Estes segmentos conservam sua identidade em toda
a sua extensao, embora reunidas em um nervo comum por uma bainha de tecido
conjuntivo. Mandiola et al. (1986) estudaram fetos humanos a termo e evidenciaram
que o nervo ciatico se constitui como tronco Unico, no plexo, em 48% dos casos,
porém na porcentagem restante observou-se a existéncia individualizada dos nervos
tibial e fibular comum no plexo sacral. Em 2007, Vicente et al. estudaram a relagéo
anatdmica da regiao glutea em cadaveres adultos. Pdde-se observar que as porgcdes
fibular comum e tibial mantiveram-se desunidas desde esta regido superior, em duas

espécimes (Figura 5) e, assim, continuaram em seu trajeto descendente.

FIGURA 5. Relacdo anatdmica da divisdo do nervo ciatico na regiao glutea, evidenciando o
F = nervo fibular, o T = nervo tibial e 0 NC = nervo cutaneo posterior da coxa. (Adaptado de:
Vicente et al., 2007).

Como em humanos, o nervo ciatico em ratos origina-se no plexo sacral e
também bifurca-se em dois principais ramos: tibial e fibular. No estudo de Asato e

colaboradores (2000), evidenciou-se que o nervo ciatico de ratos (Sprague-Dawley)
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é formado pelas raizes de L3 a L6, tendo as raizes de L4 e L5 maior contribuicao
para sua formacgao (Figura 6). Essas raizes inervam varios masculos envolvidos na
flexdo e extensdo do joelho e tornozelo, assim como inervam a pele da regido lateral

da panturrilha e quinto dedo (IJKEMA-PAASEN, 2005).

Figura 6. Vista frontal do
nervo ciatico, com 0 0Sso
pélvico parcialmente
removido. As raizes dos
nervos espinhais de L4 e L5
se uniram e formaram o nervo
ciadtico. O nervo espinhal de
L6 envia uma fina ramificacdo
nervosa para o nervo ciatico
(seta branca). As setas pretas
indicam a pequena conexao
entre as raizes nervosas L3 e
L4. (FONTE: ASATO et al,
2000).

A lesdo completa do nervo ciatico gera prejuizo no padrdao da marcha, mas
nao a impede (HAGIWARA et al., 2003). A inervacao do ciatico atinge os musculos
biceps femoral; semi-tendinoso; semi-membranoso; tibial anterior; flexor e extensor
longo do halux e dedos; fibular anterior; flexor e extensor curto dos dedos; fibular
longo e curto; plantar; gastrocnémio; popliteo; séleo; tibial posterior; abdutor do
halux; lumbricais; abdutor; flexor e oponente do dedo minimo; quadrado plantar; e
interésseos plantares e dorsais, acometendo dessa forma os movimentos de flexao
do joelho e todos os movimentos do tornozelo e pé. No entanto, uma série de

musculos importantes na deambulacdo mantém-se preservados, como por exemplo,



28

os extensores de joelho e quadril, adutores, abdutores e rotadores de quadril, que
sdo inervados principalmente pelos nervos femoral e obturador (KENDALL et
al.,1995).

De acordo com o estudo de caso clinico realizado por Hagiwara et al. (2003),
a forca muscular de uma pessoa que sofreu lesdo completa do nervo ciatico pode
ser grau dois (ha movimento, mas nado vence a gravidade), para os flexores de
joelho; grau 5 (forca muscular normal), para os extensores de joelho; e grau 0 (plegia
ou auséncia de tdbnus muscular), para os flexores e extensores do tornozelo e dedos.

Como em situagdes clinicas os nervos mistos sao freqiientemente afetados, a
lesdo experimental do nervo ciatico constitui-se em um modelo favoravel para o
estudo da regeneracao (IJKEMA-PAASEN, 2004). A escolha de camundongos como
modelo animal para pesquisa em regeneracao nervosa periférica tem sido freqliiente.
Isso se deve a similaridade do processo biol6gico regenerativo com o que ocorre em

humanos, e também a facilidade na manipulagéo (BAPTISTA AF et al., 2007).

1.2 Lesao nervosa periférica

O trauma de nervos periféricos é relativamente comum. Um grande numero
de lesbes acomete as extremidades do corpo devido, principalmente, a acidentes de
trabalho, esportivos e de transito, a traumas penetrantes e a lesées no nascimento,
decorrentes de tracao nervosa excessiva (IJKEMA-PAASSEN et al., 2004). Também
sao freqlentes situagdes clinicas onde o crescimento de tumores pode levar ao
esmagamento de nervos periféricos.

Lesdes na regido glutea sao freqlientemente causadas por injecoes, e lesdes
na regiao do quadril possuem quatro causas principais: perfuragdo por arma de fogo,

fratura do fémur, laceracao ou contusao (KLINE et al., 1998).
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1.2.1 Classificacao e quadro clinico

A classificagdo de trauma do nervo baseia-se no dano sofrido pelos
componentes nervosos, na funcionalidade nervosa e na capacidade de recuperacao
espontdnea (GRANT, 1999; GREENFIELD, 1997; RISTIC, 2000). Seddon (1943)
publicou sua classificacdo de lesbes nervosas, e Sunderland (1951) expandiu este
sistema de graduacgéao (RISTIC, 2000).

As lesOes sao classificadas em trés graus de acordo com Seddon. O grau
mais leve, ou primeiro grau de lesdo, € denominado neuropraxia. A estrutura do
nervo permanece intacta, porém a conducdao axonal esta interrompida. Ha uma
perda temporaria da funcao motora do nervo, com disfuncao da propriocepcao e dos
estimulos vibratérios, do tato, da dor e da sudorese. Nao ha degeneracdo
Walleriana.

No segundo grau de lesdo, a axoniotmese, ocorre a interrupgdo do axdnio,
mas as bainhas conjuntivas permanecem intactas. Surge a degeneracao Walleriana,
causando paralisia motora, sensitiva e autonbémica. Porém a regeneracado e
recuperacao funcional geralmente ocorrem com tempo variavel, de acordo com o
nivel da lesdo. A regeneracao axonal, nesse caso, € facilitada pela preservacao da
continuidade entre a bainha endoneural e a lamina basal da célula de Schwann.

A neurotmese é a complicacdo mais grave, sendo caracterizada por perda
total da continuidade do nervo, com lesdo de todas as suas estruturas. Como nao ha
integridade do epineuro, a reparacdao € sempre cirdrgica. Em decorréncia disso, a
regeneracao e reinervacao nunca é completa e, geralmente, os pacientes evoluem
com deficiéncia residual quanto as funcées motora e sensitiva (SEDDON, 1943 apud

BURNETT et al., 2004).
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A extensdo e o grau de lesdo, bem como a resposta celular a lesdo nervosa,
definem o progndstico do reparo nervoso e, conseqientemente, da recuperagéo da

funcao motora.

1.2.2 Fisiopatologia

Em contraste com o Sistema Nervoso Central (SNC), que usualmente nao se
regenera, as fibras nervosas periféricas sao capazes de se regenerar
espontaneamente apds lesdo. Isso se deve, principalmente, a um ambiente
permissivo e a capacidade plastica intrinseca dos neurdnios periféricos. A
regeneracao requer um novo crescimento e remielinizacdo dos axdénios, havendo
uma recuperacdo variavel e muitas vezes incompleta da funcdo perdida
(BRECKNELL & FAWCETT, 1996; THANOS et al., 1998; PREVITALI, 2001, CHEN

et al., 2007).

1.2.2.1 Degeneracao e regeneracao do Sistema Nervoso Periférico

A axotomia, ou secgédo do axénio, modifica plenamente o funcionamento dos
neurdnios sensitivos, motores e autondmicos, logo suas funcdes sao interrompidas e
um programa celular de crescimento axonal é ativado. A restauragcado das fungdes
sensoriais e motoras € um processo complexo, e baseia-se principalmente em
alteracées morfoldgicas e bioquimicas, devido a perda de funcdo (SNIDER et al.,
2002; LUNDBORG & ROSEN, 2007).

Os sinais moleculares e fisiolégicos exatos que atuam como sensores da
lesdo axonal e iniciam o processo regenerativo tém sido alvo freqliente de
discussdes. Trés grandes mudancas ocorrem apds lesdo de axbnios periféricos.

Primeiramente, a lesdo axonal interfere no fluxo retrégrado de sinais provenientes da
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regiao inervada. Secundariamente, a extremidade do axénio lesionado entra em
contato com a matriz extracelular, que é rica em moléculas secretadas pelas
populagdes celulares vizinhas. Em seguida, esses axOnios sdo expostos ao
ambiente extracelular no qual o processo inflamatério foi desencadeado. E, por
ultimo, isso leva a um influxo alterado de ions como o célcio e o sédio, resultando
em despolarizacdo e uma sequiéncia de potenciais de acao induzidos pela lesédo
(MAKWANA & RAIVICH, 2005).

Logo apds uma secg¢ao de um nervo periférico, 0 axonio sera separado em
duas porgcdes, sendo um segmento proximal (coto proximal), que continuara em
contato com o corpo celular, e um segmento distal (coto distal), que perde o contato
com o corpo celular. A interrupcdo do nervo periférico causa degeneracao do
segmento distal, que é conhecida como degeneracao Walleriana (WD), em honra a
Augustus Waller (BRECKNELL & FAWCETT, 1996; SNIDER et al., 2002).

Na sua importante contribuicdo para a Sociedade Royal de Londres em 1850,
Augustus Waller descreveu a desintegracéao dos nervos hipoglosso e glossofaringeo
do sapo apds axotomia. Ele observou que os axdnios tornavam-se desorganizados e
as alteragbes dos tubos neurais, ap6s o quinto e sexto dia da lesdo, ficavam mais
evidenciadas por algum tipo de desintegracao da mielina em particulas separadas
de varios tamanhos. No décimo dia apbés a lesdo, Waller descreveu massas
fusiformes em intervalos, provavelmente referindo-se a mielina em degeneracéo, e
verificou que a substancia branca de Schwann néo era vista. Ainda, que apdés doze a
quinze dias, muitos tubos neurais ndo eram visiveis, por terem sido removidos pela
absorcao tecidual. A descricdo € hoje reconhecida e aplicada a todas as lesdes

neurais que atingem a integridade do axoplasma. Esse processo pode ser causado
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por lesGes axonais inflamatérias, auto-imunes, isquémicas ou traumaticas, como
esmagamento ou seccao (STOLL et al., 2002).

Meio século depois, Ramon y Cajal confirmou as observacdes basicas de
Waller e fez uma descricao histolégica detalhada da degeneracado axonal. Com base
nas descricobes de Waller e Ramon y Cajal e nos estudos ultra-estruturais e
moleculares mais recentes, o termo degeneracao Walleriana (WD) refere-se a uma
seqUéncia de eventos no coto distal do nervo axotomizado. Inicia-se com a
desintegracdo e degeneracdo do axoplasma e axolema, que se completa em 24h
nas fibras nervosas finas, e em 48h nas fibras nervosas grossas (STOLL et al.,
2002). Essa desintegracdo do citoesqueleto ocorre quando varias proteinas,
incluindo os neurofilamentos, sofrem protedlise e sado convertidos em material
amorfo e granuloso. O colapso axonal € mediado pelo influxo de calcio via ativacao
das calpainas. Estas, presentes no SN e ativadas pelo calcio, parecem ser
responsaveis pela clivagem de proteinas essenciais do citoesqueleto axonal
(MARTINEZ & RIBEIRO, 1998; STOLL et al., 2002; MARQUES et al., 2003).
Utilizando-se um inibidor da calpaina, p6de-se demonstrar seu papel neuroprotetor
numa degeneragao axonal, produzida pela lesdo por esmagamento do nervo 6ptico.
(COUTO et al., 2004).

Em resposta a perda axonal, as células de Schwann desdiferenciam,
diminuem a sintese de mielina, seqlestram pequenas particulas de debris de mielina
e fragmentam sua prépria bainha de mielina em corpos ovodides. Apds essa
fragmentacao, as SCs sem contato transitério com o axénio proliferam e se alinham
no interior do tubo constituido pela lamina basal, originando uma coluna de células

denominadas bandas de Blingner (Figura 7).
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A superficie da célula de Schwann é envolta pela lamina basal, que consiste
numa matriz extracelular especializada, e confere um isolamento dos tecidos
circunjacentes. Sendo assim, a banda ou coluna formada pelas SCs representa um
substrato morfolégico permissivo para a regeneracdo do SNP, com a funcao
principal de guiar as fibras nervosas em dire¢cao ao tecido alvo. Um grande numero
de genes é regulado durante estagios distintos da WD. Esses genes levam a
expressao de proteinas, tais como fatores neurotréficos, citocinas e moléculas de
adesdo. Essas moléculas sdo expressas de maneira coordenada (THANOS et al.,
1998; STOLL et al, 2002; VOGELAAR et al, 2003; GLASS, 2004; KOEPPEN,
2004).

Lubinska em 1977, apud Koeppen, 2004, estimou a velocidade da
degeneracao Walleriana, através de um estudo com fibras lesadas de nervos
frénicos seccionados. Dependendo da espessura da fibra, ela calculou 45.6 mm por
dia para as fibras mais espessas, e 252 mm por dia para as fibras mais finas. Nessa
pesquisa foi demonstrado que em 48h o nervo havia sido completamente
degenerado. A degeneracdo do axénio esta diretamente relacionada com a perda da
capacidade de gerar e conduzir um potencial de acdo (GRIFFIN & HOFFMAN,
1993).

Paralelamente, no coto proximal ocorre o processo de cromatélise, havendo
desintegracao da substancia de Nissl e dispersado dos ribossomas. O neurbnio torna-
se mais claro e seu citoplasma é preenchido por vacuolos. O ndcleo aumenta de
volume, indicando resposta anabdlica, aumento de transcricdo com consequente
aumento na sintese de proteinas, e desloca-se para a periferia do corpo celular. Os
axonios se retraem e diminuem o seu calibre (FAWCETT & KEYNES, 1990; STOLL

& MULLER, 1999; VOGELAAR et al., 2003) (Figura 7).
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Figura 7. Processo de degeneracao e regeneragao de uma fibra nervosa apdés uma lesao. A
ilustracdo demonstra o processo de cromatolise, a divisdo das células de Schwann, a
formacao das Bandas Blingner e a progressao do cone de crescimento do axénio. (Adaptado
de MATTAR J & AZZE ).

Varios tipos celulares sédo recrutados para o local da lesdo. Dentre eles, os
macréfagos, por volta de dois a trés dias apds a lesdo, migram para o segmento
distal, sendo orientados por sinais quimicos liberados pelo axénio degenerado. Uma
vez recrutados, os macréfagos desempenham um importante papel no processo
degenerativo, e atuam como a principal via da fagocitose e remocao de restos do
nervo degenerado, parecendo coordenar o processo da WD. Os macréfagos
também secretam fatores mitogénicos para as SCs, incluindo fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante tipo g (TGF- B) e
fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Ocorre ainda a liberacéao de interleucina-

1, que ativa o aumento da transcricdo dos genes que levam ao aumento da
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expressao do fator de crescimento do nervo (NGF) nas SCs (BRECKNELL &
FAWCETT, 1996, LUNDBORG & ROSEN, 2007).

Enquanto o coto distal sofre a degeneragdo, o coto proximal inicia a
regeneracao. A interrupcao do fluxo retrégrado de sinais produzida pela lesao,
associada ao influxo de calcio e a exposicdo do axbnio lesado ao ambiente
inflamatério e degenerativo parece ativar de maneira sinérgica a regeneragao no
coto proximal (MAKWANA & RAIVICH, 2005). Em poucas horas apés a lesao, o coto
proximal do nervo forma uma intumescéncia, em funcao do aumento da proliferacao
celular e do acumulo de organelas citoplasmaticas. A partir do Gltimo nodo de
Ranvier, partem entdo os cones de crescimento. Essas estruturas sdo, por definicéao,
a unidade quimio-sensoria que orienta o ax6nio, para que cresca seguindo as pistas
quimicas corretas. Esse crescimento durante a regeneracao do nervo ocorre na
direcdo do coto distal, na estreita faixa delimitada pela lamina basal das SCs de um
lado, e a membrana das SCs, do outro. Dessa maneira, os axénios danificados
crescem em direcdo ao seu tecido-alvo.

Nos casos em que ha seccdo do nervo na lesdo, o axdénio deve deixar o
endoneuro do coto proximal e crescer para o coto distal. Os axbnios em
regeneracao, sob certas circunstancias, alcancam o segmento distal apenas se a
fenda for cirurgicamente reduzida até 35 mm. Assim, existe uma distancia maxima
para que as células viaveis do coto distal de um nervo seccionado possam exercer
atividade neurotrofica e efeito quimiotaxico capazes de promover a regeneracao dos
axénios (BRECKNELL & FAWCETT, 1996, THANOS et al., 1998).

A capacidade de crescimento intrinseca do neurdnio periférico € ativada apés
a lesdo axonal (Figura 8), ocorrendo aumento dos niveis de adenosina monofosfato

ciclica (cAMP) intracelular. Esta, por sua vez, ativa a proteina cinase A (PKA) que,
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mediante inativacdo da proteina Rho, promove a reorganizacdo do citoesqueleto,
processo crucial para o crescimento axonal. A PKA também ativa a expressao de
genes através da proteina CREB, resultando no aumento da expressao de fatores
de transcricao relacionados a regeneracéao, tal como a Arginase |. Assim, participa
da sintese de poliaminas, que podem regular diretamente a organizacao do
citoesqueleto, e induzir a expressdo genética necessaria a regeneracao. Os niveis
elevados de cAMP também aumentam a interleucina 6 (IL-6), a qual, através do sinal
transdutor e ativador da transcricio 3 (STAT3), ativa genes relacionados a
regeneracao, como GAP-43. A delecdo do STAT3 aumenta a morte celular apés
lesdo, sendo, portanto, considerado um fator de promocdo na sobrevivéncia
intracelular (MAKWANA & RAIVICH, 2005; CHEN et al., 2007).

Os efeitos dos fatores de transcricao sobre a regeneracao nervosa sao bem
caracterizados, como no caso da c-jun. Um estudo usando o modelo de axotomia do
nervo facial mostrou que a delegdo de c-jun interfere na expressdao de genes e
proteinas relacionadas a regeneracao, além de reduzir de forma significativa a
velocidade de reinervacao do alvo e a recuperagao funcional. Ocorre ainda, o
bloqueio da fase de brotamento a partir do coto proximal. Ainda, c-jun é ativada nas
lesbes periféricas, aumentando os niveis de integrina a7B1, CD44 e galanina,
moléculas estas, envolvidas no processo regeneracdo (RAIVICH et al, 2004;
MAKWANA & RAIVICH, 2005; CHEN et al., 2007).

Observa-se ainda que as SCs desempenham papel central na regeneracao
nervosa. Essas células sintetizam moléculas de adesdo da familia das
imunoglobulinas na superficie celular (CAMs) e caderinas, e formam a base das
membranas para o suporte e guia dos brotamentos axonais. Além disso, durante

esse processo, essas células diminuem a expressao de proteinas inibitérias ao
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crescimento axonal presentes na mielina, tais como a proteina basica da mielina
(MBP), glicoproteina associada a mielina (MAG), proteina zero (PO) e proteina
periférica da mielina-22 (PMP22). Dessa forma, as SCs alteram o seu fenétipo, e
secretam fatores de crescimento como o NGF, fator de crescimento neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3), fator neurotréfico ciliar (CNTF) e
fator neurotréfico derivado de glia (GDNF), que asseguram a sobrevivéncia e
regeneracdo dos neurdnios (THANOS et al, 1998; STOLL & MULLER, 1999;

PFISTER et al., 2007).

Lesdo axonal periférica
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Figura 8. Esquema representando a ativagdo da capacidade de crescimento intrinseca
pela lesédo nervosa periférica. (Adaptado de: CHEN et al, 2007).

A ativagédo da capacidade intrinseca de crescimento, portanto, permite que os
neurdnios sobreponham os efeitos inibitérios de moléculas associadas a mielina no

axobnio em regeneracdo, aumentando o seu potencial regenerativo. Porém, o
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sucesso da regeneracao depende de um ambiente permissivo e de pistas para guiar
os axbnios, levando-os para alvos corretos. Este Ultimo aspecto, depende de
moléculas da matriz extracelular (MEC) e das moléculas de superficie celular
expressas pelas populacdes celulares presentes no nervo periférico (CHEN et al.,
2007).

A laminina, uma proteina da MEC, é expressa em grande quantidade, tanto
nos nervos lesados como nos nervos integros. Ela desempenha um papel
importante no crescimento do neurito in vitro, por fornecer um substrato adequado
para adesao, migracao e extensao de projecdes sobre uma laminula. Entre as varias
isoformas de lamininas conhecidas, a laminina 2 («2B1y1) e a laminina 8 (04B1y1)
sao expressas no endoneuro de nervos periféricos (PATTON et al., 1997). Apds
lesdo periférica, ha aumento da expressdo destas lamininas e seus receptores,
incluindo as integrinas e a distroglicana (MAKWANA & RAIVICH, 2005; CHEN et al.,
2007).

Agius e Cochard (1998) demonstraram que utilizando um anticorpo
neutralizante especifico contra a cadeia da laminina-a2, houve redugdo do
crescimento axonal de nervos ciaticos seccionados. Em 2003, Chen & Strickland, em
modelos de esmagamento do nervo ciatico, observando SCs, verificaram que apés a
delecdo o gene responsavel pela expressao da cadeia y1 da laminina, houve um
comprometimento severo da regeneracdo. As lamininas, dessa forma, podem
promover extensdo axonal diretamente, servindo como substrato da regeneracao
e/ou indiretamente.

A sintese da laminina pelas SCs é também essencial para remielinizagdo. Na

auséncia de laminina, as SCs podem migrar ao longo dos axdnios, espalhar-se no
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nervo periférico, e proliferar normalmente, mas ndao podem se diferenciar em um
fenétipo mielinizante (CHEN & STRICKLAND, 2003; CHEN et al., 2007).

A laminina e outras proteinas da MEC podem ainda ter funcdo como guias no
crescimento axonal. A laminina se liga aos receptores integrinas no cone de
crescimento, e ativa a cinase fosfatidil-inositol-3 (PI3K), resultando em acumulo de
AKT ativo nos locais de contato axénio/laminina. AKT ativo, entao, fosforila e inibe a
atividade da glicogénio sintase quinase 3B ( GSK-3f), e ativa proteinas ligadas ao
citoesqueleto, responsaveis pelo crescimento axonal (Figura 9) (MAKWANA &

RAIVICH, 2005; CHEN et al., 2007).
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Figura 9. Esquema mostrando os eventos do processo de regeneracdo axonal periférica. (Adaptado
de: CHEN et al, 2007).

A regeneracao nervosa requer uma integracdo complexa entre as células,
matriz extracelular, fatores de crescimento e citocinas. A presenca local de fatores

de crescimento desempenha um importante papel no controle da sobrevivéncia,
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migracao, proliferacdo e diferenciagdo de varios tipos de células envolvidas neste

processo (PFISTER et al., 2007).

1.2.3 Estratégias de tratamento da lesao nervosa periférica

Sabe-se que, ap6s a transeccao, um grande numero de neurdnios morre por
apoptose, podendo haver uma perda em torno de 20-50% de neurdnios no DGR
(LISS et al., 1996). Muitos fatores podem influenciar a perda neuronal no DGR e a
qualidade da regeneracao, tais como: idade — criancas com menos de dez anos
alcancam resultados funcionais superiores aos de adultos (LUNDBORG & ROSEN,
2001); tempo da lesdo ao reparo — o reparo imediato pode reduzir a morte celular
pés-traumatica (MA et al., 2003); tipo de nervo lesionado — nervos puramente
motores ou sensitivos tém menores riscos de mau alinhamento entre axdnios
motores e sensoriais, otimizando a re-inervagdao (MADISON et al., 2007); nivel da
lesdo — o0 crescimento nervoso em humanos tem sido sugerido numa taxa de 1-2
mm/dia (BUCHTHAL & KUHL, 1979 apud LUNDBORG & ROSEN, 2007),
evidenciando que, quanto mais distante for a lesdo do 6rgao efetor, maior tempo de
regeneracao sera requerido, finalmente o tipo de lesdo — a lesdo por esmagamento
apresenta melhor resultado funcional do que a lesao por transeccao (LUNDBORG &
ROSEN, 2007).

A necessidade de se desenvolver técnicas mais eficazes para reparagao de
nervos que sofreram transeccao é reconhecida ha varios anos. Muitos esforcos tém
sido realizados para induzir a regeneracao nervosa no local da lesdo do nervo,
incluindo desde procedimentos cirdrgicos a utilizacdo de biomateriais, terapias

celulares e reabilitacdo. A associacdo de estratégias de tratamento parece ser a
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alternativa mais viavel para prover melhor qualidade ao nervo regenerado e,

consequente, melhora da recuperagao funcional.

1.2.3.1 Reparo cirurgico

O tipo de reparo a ser realizado esta relacionado com o tamanho do intervalo
entre os cotos proximal e distal. Em pequenas lesoes, € possivel aproximar e suturar
as duas extremidades através da colocacao de suturas na camada mais externa do
nervo (epineuro) (Figura 10) ou nas camadas mais profundas do perineuro, para
adaptar os fasciculos separadamente. Também é possivel a sutura de fasciculos
separados individualmente, no entanto ndo se pode unir os tubos das SCs ou

axonios individualmente (LUNDBORG, 2004).

Figura 10. Esquema da sutura epineural externa. (Adaptado de: TORRES et al, 2003).

No caso de perda importante do tecido neural (acima de 20 mm), tem sido
uma rotina frequente a utilizagdo de enxertos, utilizando-se mais comumente nervos
sensoriais obtidos do préprio paciente, denominados enxertos autdlogos. No

entanto, esse procedimento apresenta consideravel morbidade, perda da funcédo do
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local doador e formacao potencial de neuroma doloroso na area doadora, além de

frequentes falhas nos resultados funcionais (SCHMIDT & LEACH, 2003).

1.2.3.2 Tubulizacao

De acordo com Fu & Gordon (2007), nos casos onde existe perda consistente
de tecido nervoso — maior que 3 cm em humanos e entre 2 a 3 cm em ratos —, uma
alternativa interessante para unir os cotos nervosos € a inser¢cao de um conduite.
Este conduite é definido como uma estrutura tubular projetada para preencher a
fenda (“gap”) de um nervo seccionado.

A tubulizagao, portanto, € a introducao das extremidades proximais e distais
de um nervo seccionado nessa estrutura tubular. Esse procedimento tem como
vantagens proteger o nervo do tecido circunvizinho ou formacéao cicatricial; guiar a
regeneragao axonal para o coto distal do nervo; orientar a vascularizacéo, o tecido
cicatricial e bainha epineural de forma longitudinal; oferecer confinamento de fatores
troficos e fatores de crescimento, e prevenir o deslocamento ou rotacdo dos cotos
neuronais. Quando as extremidades dos nervos seccionados nao estdo bem
aproximadas, 0s axdénios em regeneracao crescem ao acaso no tecido cicatricial na
extremidade do coto proximal, formando uma tumefacdo dolorosa conhecida como
neuroma (FIELDS et al., 1989; VOGEL et al., 2002 apud DELISTOIANOV,2006).

Além disso, a tubulizagdo serve como modelo experimental in vivo para
estudo dos aspectos morfolégicos, bioquimicos e fisioldgicos da regeneracao
nervosa. Desde que Lundborg et al. (1982) demonstraram alcancar a regeneragao
nervosa através da colocacdo de tubo de silicone, este método vem sendo

largamente utilizado (THANQOS et al., 1998)



43

Atualmente, é senso comum que o conduto ou tubo para o reparo do nervo
seja confeccionado com material biodegradavel, como poliéster ou poliuretano,
colageno, entre outros (TABELA 1) (PFISTER et. al., 2007). O tubo de silicone foi
amplamente utilizado, porém suas desvantagens por nao ser biodegradavel e ter
relativa rigidez tém causado complicacdes a longo prazo, o que levou a seu desuso.
Além disso, o tubo de silicone resulta em formacao de cicatriz e estenose na bainha
neuronal. De acordo com Lundborg et al. (2004), 25-50% dos pacientes que usaram
clinicamente tubos de silicone tiveram que retira-lo, devido ao desconforto.
Freqlentemente, uma segunda cirurgia para sua retirada é necessaria para eliminar
diversos problemas, entre eles a resposta tecidual crbnica e a compressao nervosa
causada pela presenca de um tubo rigido no corpo (MERLE et al., 1989, apud
AHMED, 2004).

Varios tipos de tubos tém sido utilizados para reparo primario e secundario de
nervos em humanos e em estudos com animais experimentais. Durante o processo
de reparo no tubo, um pequeno espaco por volta de 5 mm de comprimento pode ser
deixado entre as terminagdes nervosas dentro do tubo. A fenda €& rapidamente
preenchida por fibrina, microvasos, fibroblastos, SCs e axénios (LUNDBORG, 2004).

O polihidroxibutirato (PHB) € um polihidroxialkanoato (PHA), polimero
pertencente a classe dos poliésteres, o qual foi isolado primeiramente e
caracterizado em 1925 pelo microbiologista francés Maurice Lemoigne. O poli(3-
hidroxibutirato) ou P3HB, é um poliéster alifatico natural obtido por fermentacao
bacteriana, utilizando-se fontes de carbono renovaveis. A sacarose da cana de
acucar tem sido utilizada como fonte de carbono para a fermentacao aerdbica por
bactérias Alcaligenes eutrophus, para a obtencdo do polimero pela inddstria

nacional, o que torna o seu uso vantajoso (ANDERSON & DAWE, 1990).



Tabela 1. Materiais mais estudados para o conduite e suas propriedades. (FONTE:

PFISTER et. al, 2007).

MATERIAL DO CONDUITE
NEURAL (CN)

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

Silicone: poli(dimetilsiloxano)

Nao biodegradavel; bioinerte;
impermedvel, hidrofébico.

Lundborg et al. (1982a);
Braga-Silva (199

Colageno: proteina estrutural

Proteina com ligacdes
cruzadas enzimaticamente;
degradéavel; boas interagbes

celulares.

Archibald et al. (1991;1995); Li
et al. (1992);
Krarup et al. (2002)

PGA: poli(glicolido)

Poliéster alifatico,
biodegradavel por hidrélise.

Weber et al. (2000); Battiston
et al. (2005)

PHB: poli(3-hidroxibutirato)

Poliéster alifatico,
biodegradavel por hidrélise.

Young et al. (2002);Mosahebi
et al. (2003)

PLLA: poli(L-lactideo)

Poliéster alifatico, muito

Widmer et al. (1998); Evans et

lentamente biodegradavel por al. (2000)
hidrélise.
Polysaccharide, enzymatically
Quitosano: b-(1-4)-associado a degradable, Itoh et al. (2003);Yamaguchi et
D-glucosamino positively charged, good cell al. (2003)
interactions

Poliester uretano

Elastomeric polymer,
biodegradable

Borkenhagen et al. (1998)

PHEMA-MMA: poli
(2-hidroxiethilmethacrilateco-
methilmethacrilato)

Polimero formando hidrogel,
nao-biodegradavel, rigido.

Dalton et al. (2002); Belkas et
al. (2005)

A biossintese de PHB inicia-se com a condensacao de duas moléculas de
acetil-CoA obtendo-se a acetoacetil-CoA a qual é, em seguida, reduzida a
hidroxibutiril-CoA. Este ultimo composto é entdo utilizado como um mon6émero para
polimerizar o PHB. O poli-3-hidroxibutirato (P3HB) é provavelmente o tipo mais
comum de polihidroxialkanoato, mas muitos outros polimeros desta classe sao
produzidos por uma variedade de organismos: estes incluem o poli-4- hidroxibutirato

(P4HB), polihidroxivalerato (PHV), polihidroxihexanoato (PHH), polihidroxioctanoato

(PHO) e seus copolimeros (ANDERSON & DAWE, 1990).
O polihidroxibutirato tem atraido muito interesse comercial devido as suas

propriedades fisicas e aparéncia similar aos polipropilenos (PP), mesmo tendo
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diferentes estruturas quimicas. O PHB é rigido e fragil (quebradico), possui alto grau
de cristalinidade, alto ponto de fusdo (por volta de 180°C), e, ao contrario do PP, ele
€ biodegradavel. O polipropileno, por sua vez, € muito mais duro e resistente, apesar
de ser um material comercial muito mais comum.

As caracteristicas do PHB ainda incluem atoxicidade; boa permeabilidade ao
oxigénio; boa resisténcia ao ultra-violeta, mas pobre resisténcia a acidos e bases;
solubilidade em cloroférmio; biocompatibilidade, sendo, portanto adequado para
aplicacoes médicas; forca ténsil de 40Mpa, proxima ao do PP e capacidade de
absorcao de agua (enquanto o PP flutua), facilitando sua biodegradacao anaerébica
em sedimentos. Por todas as suas caracteristicas, apresenta grandes perspectivas
em aplicacées na bioengenharia tecidual (MOHANNA et al., 2003; REDDY et al.,

2003).

1.2.3.3 Transplante celular

O transplante celular é outra estratégia experimental e clinica, na tentativa de
prover um ambiente favoravel a regeneracao de nervos periféricos. A habilidade em
induzir a regeneracao com materiais ndo biolégicos parece ser insuficiente, e 0
desenvolvimento de nervos artificiais pela combinacdo de células com esses
materiais é freqiientemente utilizado atualmente.

As células ideais para transplante deveriam ser facilmente acessiveis,
capazes de rapida expansao em cultura, inertes imunologicamente, capazes de
sobreviver por um longo periodo e ter boa integracdo com o tecido do hospedeiro
(TOHILL et al., 2004). Algumas opc¢des de terapia celulares na regeneracdo de

nervos periféricos incluem:
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a) As células de Schwann, que sao conhecidas pela sua importancia no
SNP, sendo essenciais no processo de mielinizacao e construcao do microambiente
permissivo ao crescimento axonal. Em lesdes no SNP, essas células contribuem
para degradacao da mielina, para a producdo de fatores de crescimento e para a
remielinizacdo dos axoénios lesados (TAKAMI et al., 2002). Assim, o transplante de
SCs autoélogas é outra estratégia para criar um ambiente favoravel na regeneracao
nervosa.

O principal fator limitante, no entanto, € o tempo de pelo menos trés semanas
requerido para proliferacdo e expansao dessas células em cultura, de forma a
viabilizar um transplante efetivo. O longo tempo requerido para a proliferacao pode
representar uma reducao dos beneficios terapéuticos em situacées onde o reparo
imediato é possivel e essencial. Além disso, essa proliferacdo possui
comparativamente alto custo e ha risco inerente de contaminacao. Apesar de tudo, o
transplante com SCs no interior de conduites tem sido amplamente utilizado nos
ultimos anos, com vantagens comprovadas na melhora da regeneragdo de nervos

(MOSAHEBI et al., 2001; PFISTER et al., 2007).

b) As células-tronco sdo consideradas responsaveis pela producao e
manutencdo da maioria das linhagens celulares do organismo adulto. Associada a
sua capacidade extensa de auto-renovagdo, as células-tronco possuem grande
potencial para originar diversos progenitores diferenciados (DEANS & MOSELEY,
2000; MINGUELL et al., 2001).

As células-tronco totipotentes sao capazes de formar o embrido (0 odcito
fertilizado e os descendentes das primeiras duas divisbes para a formacado do

blastocisto). Durante o desenvolvimento embrionario, as células crescem em namero
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e sofrem diferenciacdo para células-tronco pluripotentes (ALISON et al., 2002). Em
teoria, as células pluripotentes podem gerar todos os tipos celulares e possuem alta
capacidade de proliferagdo em um estado indiferenciado por um periodo prolongado
em cultura. Desta forma, sao derivadas preferencialmente de tecidos embrionarios,
especialmente da massa interna do blastocisto (DONOVAN & GEARHART, 2001).
No entanto, ja foram evidenciadas em adultos na medula 6ssea (MO) (REYES et al.,
2001) e também no sangue do cordao umbilical (KUCIA et al., 2007).

As células pluripotentes sao especializadas em originar as estruturas
resultantes da diferenciacdo de cada uma das trés camadas germinativas: o
ectoderma, o endoderma e 0 mesoderma. A partir destas camadas germinativas, os
tecidos se desenvolvem contendo células-tronco adultas multipotentes, com a
funcéo primaria de promover reparo tecidual localizado (ALISON et al., 2002).

Nos ultimos anos, tem havido grande interesse na possibilidade das células-
tronco adultas sofrerem transdiferenciacdo e adquirirem um fenétipo diferente do seu
tecido de origem. Os estudos tém mostrado que um determinado tipo de célula-
tronco, além de originar uma populacado de células especificas do tecido em que
reside, pode também produzir um conjunto de progenitores de outros tecidos. Essa
caracteristica foi denominada de plasticidade (KRAUSE et al., 2001; MINGUELL et
al., 2001; HERZOG et al., 2003).

Assim, as células-tronco hematopoiéticas, além de produzirem as células
sanglineas, podem ainda originar, por exemplo, as células hepaticas ovais. As
células-tronco mesenquimais (MSCs, do inglés mesenchymal stem cells), também
denominadas células estromais da medula éssea, além de originarem uma grande
variedade de fendtipos mesenquimais (osso, cartilagem, gordura e células

musculares), tém apresentado plasticidade para se trans-diferenciarem em linhagens
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nao mesenquimais, incluindo astrécitos, miocardio e células mielinizadas do SNP e
medula espinhal (WOODBURY et al., 2000; MINGUELL et al., 2001; HERMANN et
al., 2004; TOHILL et al., 2004).

O estudo de Sanchez-Ramos et al. (2000) demonstrou que as MSCs in vitro
diferenciam-se em células que expressam marcadores neuronais quando expostas
ao BDNF e ao NGF. Essa plasticidade demonstra que o estado diferenciado da
célula é reversivel, e as células adultas requerem continua regulagéao fisiol6gica para
manter o equilibrio dos fatores presentes em cada momento. Assim, as células-
tronco multipotentes dispéem de uma “pluripotencialidade”, com a habilidade de
transdiferenciacdo em outras linhagens celulares (GAGE et al., 1998; VESCOVI &
SNYDER, 1999).

Devido a habilidade das células-tronco multipotentes de originar um grande
repertério de células diferenciadas, elas podem ser Uteis em protocolos de terapias
celulares (DONOVAN & GEARHART, 2001). No estudo de Murakami et al. (2003),
utilizou-se um tubo de silicone com células progenitoras neurais, para verificar a sua
efetividade no reparo de um defeito de 15 mm no nervo ciatico do rato. Observou-se
uma regeneragao significativamente maior nos grupos que receberam as células,
quando comparados com 0s animais controle que receberam apenas veiculo. Essa
observacao foi feita em quatro dos nove tubos apds 6 semanas de cirurgia, e em
sete tubos 10 semanas apds a cirurgia no grupo enxertado com células progenitoras
neurais.

Tohill et al. (2004) examinaram o efeito do Fator de Crescimento Glial (GGF)
na morfologia e expressao do fendtipo de células estromais da medula de ratos
adultos in vitro e o efeito do transplante de células estromais da medula

diferenciadas e indiferenciadas num modelo de lesdo de nervo. Os transplantes de
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células diferenciadas e indiferenciadas conferiram beneficios na regeneracao
axonal, em comparacao com o controle. Os resultados mostraram que as células
estromais da medula expressam marcadores de células gliais através da exposicao
de GGF in vitro. Além disso, quando transplantadas num modelo de regeneracéo
periférica, ha efeito benéfico na regeneracao dos axénios e das SCs.

Zhang et al. (2005), investigaram o efeito das MSCs em um tubo conectando
um intervalo de 5 mm do nervo ciatico do rato. A recuperacgao funcional em termos
de velocidade de conducao e indice funcional do ciatico foi significativamente melhor
guando comparado ao controle, sem MSC. Em 2006, Pereira Lopes et al. realizaram
a transeccao do nervo ciatico de camundongos com tubulizacdo e MSCs da medula
Ossea injetadas no interior desse tubo. Ap6s 6 semanas da transeccao, verificaram
gue o numero de fibras mielinizadas e a area da mielina foram maiores quando
comparadas ao grupo controle.

Em humanos, o transplante autélogo de células mono-nucleares derivadas da
medula 6ssea associado a préteses de silicone foi testado nos nervos ulnar e
mediano. Os resultados mostraram maior recuperacao da funcdo motora e sensorial
(BRAGA-SILVA et al., 2008).

Devido a problemas éticos associados com o uso de células-tronco
embrionarias ou de tecido fetal e ao potencial oncogénico e de rejeicdo pelo
hospedeiro, outras fontes para o uso de terapias celulares tém sido pesquisadas
(WANG et al., 2000; KOKAI et al., 2005).

C) Células-tronco derivadas do tecido adiposo (ADSCs). O tecido
adiposo subcutaneo, assim como a medula 6ssea, € derivado do mesoderma

embrionario, e contém uma populagdo de células progenitoras mesodermais
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multipotentes, também chamadas de células mesenquimais adiposas (ZUK et al.,
2001) ou ADSCs (FRASER et al., 2006).

Atualmente, é aceito que a linhagem adiposa surge de uma populagdo de
células-tronco multipotentes originadas do mesoderma, que reside no estroma
vascular do tecido adiposo (BAPTISTA et al, 2007). Essas células foram
previamente denominadas de pré-adipécitos, devido a sua habilidade natural em se
diferenciar em adipécitos e tém sido estudadas por décadas como substitutos
potenciais de tecidos moles (DARDICK et al., 1976 apud KOKAI et al., 2005).

Os estudos tém comparado as células mesenquimais adiposas com as MSCs
da medula 6éssea. Utilizando citometria de fluxo e imunohistoquimica, foi
demonstrado que elas possuem um fendétipo de expressdo de proteinas que é
comparavel as MSCs (GRONTHOS et al., 2001; GIMBLE & GUILAK, 2003). Outra
semelhanca refere-se a capacidade de se diferenciarem em condrécitos,
osteoblastos e midcitos. Embora muitos estudiosos defendam a similaridade entre
estas células progenitoras (ZUK et al., 2001; WAGNER et al., 2005; IZADPANAH et
al., 2006, KERN et al, 2006), outros pesquisadores acreditam nas suas
propriedades Unicas, principalmente em relagdo ao seu potencial adipogénico
(CASTEILLA et al., 2004; BAPTISTA et al., 2007; LIU et al., 2007).

Trabalhos recentes tém demonstrado a diferenciacdo das células
mesenquimais adiposas em células neuronais, tanto in vivo, como in vitro (ZUK et
al., 2002; KANG et al., 2003a; SAAFORD et al., 2004). O estudo de Kang et al.
(2003) indicou que células-tronco do tecido adiposo do tecido estromal adulto tém a
capacidade de se diferenciarem em linhagens mesenquimais € ndo mesenquimais,
da mesma forma que as MSCs da MO. Além disso, houve melhora das fungdes

neurolégicas em ratos com isquemia cerebral, apds o transplante das ADSCs.
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O fato dessa populacido de células estar presente em praticamente todos os
orgaos do organismo adulto, associado a simplicidade do procedimento cirlrgico
necessario para sua obtencdo, a baixa complexidade dos procedimentos de
isolamento e ao seu grande potencial de diferenciacao, fazem esta fonte de MSCs

mais atrativa para pesquisadores e clinicos (CASTEILLA et al., 2004).

1.2.4 Avaliacao Funcional do nervo ciatico apds lesao

A deficiéncia funcional provocada pelas lesdes nervosas periféricas
freqlentemente persiste, mesmo que os axbénios sensitivos e motores se regenerem.
Isso parece estar relacionado a fatores como a morte de neurdnios sensitivos e
motores, ao fato de algumas fibras regeneradas permanecerem diferentes das fibras
normais, e principalmente a falta de especificidade na regeneracao. A regeneracao
de axbnios com terminacdes na pele, por exemplo, pode alcancar o musculo ou vice-
versa (LUNDBORG & ROSEN, 2007).

Parte dos axdnios em regeneracdo nao consegue atingir as bandas de
Blngner e penetrar no compartimento de tecido conjuntivo. Uma vez que os axonios
regenerados alcancem a superficie das SCs e a camada interna da lamina basal,
estas irdo agir como substrato necessario a regeneracdo. Os ax6nios motores em
crescimento sdo incapazes de identificar seus muasculos originais e re-inervam de
forma aleatéria os musculos denervados pela transeccao. Esses musculos sdo re-
inervados parcialmente, portanto, parcialmente por uma populagdo de células
estranhas e por outras células originais. Isso pode contribuir para ativacdo de
padrdes musculares alterados, tais como co-contracées de flexores e extensores

durante a locomocgao, com conseqliente alteracao desta fungcdo (IJKEMA-PAASEN
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et al., 2004; MEEK et al., 2007). No entanto, com o reaprendizado do movimento
associado a plasticidade cortical esses efeitos podem ser reduzidos.

A avaliagdo funcional de humanos € relativamente facil, mas de animais é
praticamente impossivel com os mesmos métodos. Isso motivou a busca por meios
especificos em modelos experimentais. Gutmann & Gutmann (1942) apud Raso et
al. (2006) demonstraram que a perda da capacidade de espalhar os dedos da pata
traseira € um parametro confiavel para avaliar o grau de lesdo, bem como para
seguir sua recuperacao. No entanto, esse método foi considerado rudimentar, e nao
permitia quantificar nenhum dos parametros supracitados. DeMedinaceli et al. (1982)
desenvolveram um método quantitativo confiavel e reprodutivel da condicao
funcional do nervo ciatico de ratos. Com esse método foi possivel a avaliacdo do
grau de lesdo e da recuperacao. O teste foi denominado indice Funcional do Ciatico
(SF1), e foi posteriormente modificado por outros autores (CARLTON & GOLDBERG,
1986; BAIN et al., 1989).

O SFI € um método bastante utilizado para avaliagdo funcional. Ele analisa
parametros das pegadas das patas impressas (“footprints’) do lado normal e do lado
lesionado, e através de uma férmula matematica, prové informagdes sobre a
recuperacdo das conexdes sensorio-motoras relacionadas ao ato de caminhar
(DeMEDINACELI, et al., 1982). No entanto, as contraturas desenvolvidas no pé apés
a lesdo, a autotomia e variagcbes na velocidade do ato de caminhar foram
considerados fatores negativos para avaliagdo durante a aplicagdo deste teste
(DELLON & MACKINNON, 1989; VAREJAO et al., 2004).

Outra forma de avaliar a recuperacao funcional do nervo ciatico em modelos
animais é através do indice Estatico do Ciatico (SSI). Este indice foi introduzido por

Bervar (2000) e utiliza basicamente as pegadas das patas adquiridas com o animal
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na posicao estatica. Desta forma minimiza os erros causados pelo SFI e consiste
num método de medidas de maior acuracia e repetitibilidade quando comparado ao
SFl, além de oferecer consideravel diminuigao do estresse ao animal (BAPTISTA AF
et al., 2006).

Ambos os testes, SFI e SSI foram inicialmente desenvolvidos para serem
aplicados em ratos. Em 1998, Inserra et al. adaptaram o SFI para uso em
camundongos. Baptista AF et al., em 2007, desenvolveram a férmula do SSI para
aplicacdo em camundongos. Eles constataram alta correlacao entre o SFl e o SSI
em camundongos e dessa forma validaram o uso do SSI| para avaliacdo da

disfuncao neuronal do ciatico de camundongos, apos lesao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Verificar a contribuicdo das células mesenquimais derivadas do tecido
adiposo humano no processo de regeneragao nervosa periférica, apds seccgao total
do nervo ciatico de camundongos seguida de tubulizacdo com protese

biodegradaveis de polihidroxibutirato (P3HB).

2.2 Objetivos Especificos:

Comparar a arquitetura tecidual ap6s a regeneracao entre animais tratados e
animais controle;

= Avaliar a presenga de células de Schwann na regido da leséo;

= Avaliar o crescimento axonal inicial do nervo ciatico no interior do tudo de PHB;

= Analisar a recuperacao funcional dos animais submetidos a lesédo e tratamento

com as células mesenquimais derivadas do tecido adiposo humano.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 15 camundongos machos adultos da linhagem Balb-C,
pesando entre 27-32g, com dois meses de idades, mantidos sob os cuidados e
regras aprovados pelo Instituto Nacional de Saude (NIH) americano e pelo COBEA
(Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico que consistiu

em transeccao total e tubulizacdo do nervo ciatico.

3.2 Procedimento cirurgico

A cirurgia foi realizada na pata traseira esquerda de todos os animais. Os
animais foram anestesiados com um coquetel composto de Ketamina 100mg/ml,
Xylazina 20mg/ml e Acepromazina 10mg/ml, injetados por via intra-muscular, numa
dose de 0,5 a 0,7cc/Kg. Quando houve necessidade, foi adicionada apenas
ketamina via intra-muscular, numa dose de 22mg/Kg. Foi aplicado sobre os olhos
Lacrilube Oftalmic, em gel (Allergen Pharmaceuticals, Irvine, CA), para evitar o
ressecamento.

Apés a anestesia, realizou-se a tricotomia (Figura 11 A) e limpeza da regido
posterior da perna com alcool 70%, seguida por incisdo no ter¢o superior da coxa
posterior esquerda, para exposicdo do nervo ciatico (Figura 11 B). O nervo foi entao
seccionado (Figura 11 C) e um tubo biodegradavel de Polihidroxibutirato (P3HB)
medindo 6 mm de comprimento € 1 mm de largura (didmetro interno) foi colocado na
regiao e suturado com fio mononylon ethilon 10-0 (Ethicon) aos cotos proximal e

distal do nervo, ocorrendo desta forma a tubulizacao (Figura 11 D). Os cotos foram
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inseridos no interior do tubo, aproximadamente 1,5 mm de cada lado, para que desta
forma houvesse uma fenda (gap) de 3 mm no tubo (Figura 12). N&o foi retirado um
fragmento do nervo, apenas fez-se uma transeccao total seguida da técnica de

tubulizagéo.

Figura 11. Sequéncia do Procedimento de tubulizagao do nervo ciatico do camundongo. (A)
Tricotomia, (B) Incisdo cirurgica, (C) Exposicao do nervo ciatico, (D) Transecgéo total do
nervo ciatico.

A regido foi fechada em uma Unica camada (pele) com fio absorvivel oasis
4/0. ApGs a cirurgia, os animais foram colocados sobre uma manta para manté-los

aquecidos.
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“Gap” de 3 mm

Figura 12. Procedimento de tubulizagdo do nervo ciatico do camundongo apds transecgao.
Em maior aumento é possivel visualizar o tubo P3HB de 6 mm de comprimento e as suturas
dos cotos proximais e distais, deixando um espago de 3 mm.

3.3 Tubo de Polihidroxibutirato — P(3HB)

Este tubo foi feito em colaboracdo com o Prof. Leonardo Andrade, do
departamento da Histologia/UFRJ. O p6 de P3HB é da PHB Industrial S/A (Sao
Paulo), adquirido pela Dr?. Rossana Thire, do departamento de metalurgia da
COPPE/UFRJ. PM inicial: 524.000 DA.

A solucéo inicial foi preparada utilizando-se o p6 a 8% em cloroférmio (PA
MERCK) agitando-se por 2h a 65°C. Para fazer os tubos, utilizou-se esta solugao.
Moldamos uma pipeta Pasteur de vidro para que ficasse com didmetro interno de 1
mm. Desta forma, a pipeta foi imersa na solucao por 3 vezes sem secar e, apés a
terceira submersao, foi permitida a secagem completa. O plastico ficou aderido ao
vidro. O tubo foi entdo removido da pipeta e as regides do tubo mais homogéneas
foram cortadas nas dimensdes utilizadas (6 mm) com lamina e ajuda de

microscépio estereoscopio (lupa) (Figura 13).
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Figura 13. Fotografia em baixo aumento do tubo P3HB, demonstrando o tamanho de 6 mm
do tubo utilizado para o processo de tubulizagao.

MICROSCOPIA DE VARREDURA DO TUBO:

Os tubos foram diretamente depositados sobre uma fita condutora de
carbono dupla face sobre suportes-pino de aluminio, metalizados com fina camada
de ouro de aproximadamente 30 nm em aparelho "gold-sputtering" (balzers scs-
040) e observados no microscépio eletrénico de varredura JEOL 5310, operado em
20 kv. As imagens digitais foram obtidas através do software semafore na resolucéo

de 1024 x 768 pixels.

3.4 Desenho experimental

Neste trabalho realizou-se o experimento de trés grupos, de forma pareada e
controlada. No primeiro grupo (n=5) foram colocadas células mesenquimais
derivadas do tecido adiposo humano dentro do tubo, utilizando-se uma pequena
seringa bizelada. Este grupo foi denominado grupo de células mesenquimais
adiposas ou MA. No segundo grupo (n=5) foi injetado apenas meio de cultura DMEM

(do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), por isso foi chamado de grupo
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DMEM. No terceiro e ultimo grupo (n=5) o tubo foi deixado vazio e foi atribuida a
este grupo a nomenclatura de TP, referente ao tubo puro.

As células mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano foram isoladas
conforme a descrigao abaixo, sendo o implante diluido em meio de cultura (DMEM),

na concentracdo de 2 x 10 #, em um volume final de 6 pl.

3.5 Isolamento das células mesenquimais do tecido adiposo

humano

As células utilizadas nesta tese foram preparadas sob a orientacao da Prof2.
Maria Isabel Déria Rossi (ICB/UFRJ) e seu grupo de pesquisa. Amostras de tecido
adiposo subcutaneo lipoaspirado da parede abdominal foram obtidas de pacientes
submetidos a cirurgia estética no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF), da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) deste hospital — portaria: 088/04.

Pequenos fragmentos de tecido adiposo foram obtidos apds a retirada de
vasos sanglineos. Estes fragmentos ou o material obtido da lipoaspiracdo foram
submetidos a digestdo enzimatica com 1mg/mL de colagenase IA (Sigma Chemical
Co.) por vinte minutos a 37°C. A suspenséao obtida foi filtrada em malha de nylon
com poro de 150 um, centrifugada por 10 minutos e lavada duas vezes com PBS.
As células foram ressuspensas em DMEM com 10% de soro fetal bovino (BSA) e
antibiético e 5mL de suspensdo com 10° células/cm? foram distribuidas em garrafas
de cultura de 25cm?, que foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apds
16 horas as células ndo aderentes foram retiradas e a fracdo aderente foi lavada
com PBS, sendo mantida com 5% de CO. para expansdo. Seu potencial de

diferenciacao para as diversas linhagens mesenquimais (adipogénica, osteogénica,
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condrogénica e muscular) e endotélio foi testado in vitro em modelos bi- e tri-
dimensionais, na presenca de meio de cultura indutor. Amostras da suspensao pos-
dissociacdo e da monocamada pré-indugao foram retiradas para caracterizacao
fenotipica, por citometria de fluxo, da populacéo celular (BATISTA et al., 2007).

As células mesenquimais do tecido adiposo expandidas in vitro adquirem
morfologia fibroblastéide (Figura 14). Foi observada expansao destas células apés
inducdo de diferenciacdo em linhagens mesodérmicas, o0sso, tecido adiposo e
cartilagem (Figura 15). A inducdo para cartilagem foi realizada em um sistema de
cultura tridimensional, do tipo esferbéide. Ap6s a formacdo dos esferdides, estes
foram incubados em meio indutor contendo TGF-B, por até quatro semanas. A
analise histolégica destes esferbides mostrou deposicdo de matriz extracelular,
revelada pelo corante alcian blue (pH 4&cido) que possui afinidade por
glisosaminoglicanos e proteoglicanos acidos (Figura 15 A). Ap6s quatro semanas de
inducdo para a via osteogénica, verificaram-se depdsitos de célcio, evidenciados
pela coloracdo de Von Kossa (Figura 15 B). As células induzidas para a via
adipogénica adquiriram uma morfologia mais robusta. Foi possivel observar apés
quatro semanas de indugdo a presenca de células contendo vacuolo Unico com
afinidade pelo corante Qil red (Figura 15 C) (dados cedidos pelo grupo da Prof2 M2
Isabel Rossi).

No dia do procedimento cirurgico de tubulizacao do nervo ciatico, as células
mesenquimais adiposas expandidas foram lavadas com solucdo de PBS e
tripsinizadas, seguida por centrifugacdo com DMEM. A quantificacdo das células foi
realizada pelo método de azul de trypano, sendo separado 2 x 10 * células, em um

volume final de 6 ul para cada camundongo.
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Figura 14. Cultura das células mesenquimais do tecido adiposo em expansdo, com aspecto
fibroblastoide. Contraste negativo, 10X.

Figura 15. Potencial de diferenciacdo de MSCs de tecido adiposo. O potencial de
diferenciacdo das MSCs foi verificado através de andlise morfolégica apds o cultivo das
células em meios indutores especificos de cada via de diferenciacdo. (A) Diferenciacéo
condrogénica apds 4 semanas de inducdo. Alcian Blue. (B) Diferenciacdo osteogénica apos
trés semanas de inducado. Von Kossa. (C) Diferenciagao adipogénica ap6s quatro semanas
de indugao. Oil Red O. (D, E, F) Controles pareados das indugdes indicadas em A, B e C,
respectivamente. Objetiva 40X. (Dados cedidos pelo grupo da Prof? M2 Isabel Rossi).
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3.6 Perfusao e Fixacao do tecido

Apbs cinco semanas do procedimento cirirgico os camundongos foram
submetidos a perfusdo. Os animais foram anestesiados com o mesmo coquetel
utilizado no procedimento cirlrgico e as quatro patas foram fixadas com agulhas. Em
seguida houve disseccao até exposicdo do coracdo e foi realizada insercdo da
agulha do scalp no ventriculo esquerdo. Foi feita incisdo com tesoura no atrio direito
e injetado 150 a 200 ml de solucédo de PBS. Em seguida injetado parafolmaldeido a
4% em torno de 150 ml até enrijecimento da cauda e cabecga. Estas observagdes
garantem a fixacao dos tecidos “in situ”.

Os animais foram entdo submetidos a excisdo do local do nervo operado,
incluindo o tubo e bordas. O coto proximal foi sempre deixado com tamanho maior
para identificacdo. Em cada extremidade do nervo foi colocado alfinete para manté-
lo o mais retilineo possivel dentro da solucdo de formol tamponado. As amostras

foram deixadas overnight, em temperatura ambiente.

3.7 Processamento do tecido

Para analise histoldgica, o tubo com comprimento de 6 mm foi dividido em
trés blocos, com auxilio de microscopio estereoscépio: bloco a, b e c.

= O bloco “a” foi referente a porcao mais proximal do tubo (mais préximo a

medula espinhal), com tamanho de 1,5 mm + borda proximal do nervo.

= O bloco “b” consistiu na parte central da lesdo ou epicentro, referente ao

“‘gap” que foi deixado durante o procedimento cirurgico. Esta regido teve

tamanho de 3 mm.
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= O bloco “c” foi referente a porcdo mais distal do tubo (mais distal em

relagdo a medula espinhal), com tamanho de 1,5 mm + borda distal do

nervo.

Os blocos foram processados em 2 banhos de alcool (70% e 100%) e 2
banhos de xilol (ambos a 100%). Em seguida foram inseridos em duas solu¢des de
parafina subsequentes, a 60°C. Em cada uma destas etapas foi deixado um tempo
de 50 min. O processamento foi finalizado com o emblocamento do tubo e nervo em
parafina. Este material foi processado no micrétomo (Lupe) em fatias de 5 ym de
espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro com poli-L-lisina e
armazenados a temperatura ambiente.

Em cada grupo (n = 5), dois animais foram cortados longitudinalmente e trés

animais foram cortados transversalmente.

3.8 Coloracoes Histoldgicas

As coloracoes histolégicas sao técnicas classicas utilizadas para
identificacdo das células e tecidos que compdem uma amostra. Neste trabalho, as
técnicas utilizadas para coloragbes foram a eosina e hematoxilina (HE) para
visualizagao da citoarquitetura e o Sirius Red para visualizacdo dos eosindfilos.

O primeiro passo, comum as duas coloracdes, foi a desparafinizacdo dos
cortes. Para isso, as laminas foram colocadas por 24 horas a 60 °C e processadas
em uma seqliéncia de 3 banhos de xilol (90, 100 e 100% - 10 minutos cada) e 3 de

alcool (70, 90 e 100% - 5 minutos cada).
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A. Hematoxilina & Eosina (HE)

A coloracao de HE (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) permite a identificacao
dos corpos celulares (em cor escura, violeta) e dos componentes citoplasmaticos
(cor variavel de célula para célula) devido a afinidade de substancias baséfilas pela
hematoxilina e acidéfilos pela eosina.

Depois de desparafinizadas, as laminas foram lavadas em agua destilada por
5 minutos. Em seguida foram colocadas na solucdo de hematoxilina por 10 minutos.
Foram entdo lavadas em agua corrente (5 minutos) e colocadas rapidamente em
uma solucdo de alcool acido 1%, sendo lavadas novamente. Em seguida foram
imersas em eosina por 1 minuto, passando rapidamente para uma solucao de agua
contendo acido acético a 1% (solucédo de agua-acética). As laminas foram lavadas
em agua destilada e submetidas a 3 banhos de alcool (90, 100 e 100%) por 5
minutos cada e 3 banhos de xilol (90, 100, 100%) por 10 minutos cada. Depois
disso, foram montadas com entelan, cobertas com laminulas de vidro e

armazenadas a temperatura ambiente.

B. Picrosirius Red para Eosinofilos

Inicialmente realizou-se a desparafinizagéo, seguida pela hidratagdo (Alcool
100%, Alcool 90%, Alcool 70% e Agua destilada — 5 minutos cada). Em seguida os
cortes histolégicos foram corados com a Hematoxilina de Harris, por 8 min e
imersos em solucédo de alcool contendo 0,5% de acido cloridrico (solugédo alcool-
cloridrica). As laminas foram lavadas rapidamente em agua corrente e destilada e
corada com o Sirius red por 2 horas. Apos este periodo foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos, desidratadas (Alcool 95%, Alcool 100% e Alcool 100% — 5

minutos cada) e clarificadas (trés banhos de xilol — 5 minutos cada). Feita
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montagem com Entellan, seqglencialmente. O resultado evidencia o Eosinéfilo em

cor avermelhada/rosada e outras células em azul.

3.9 Imunohistoquimica

Para realizacdo da imunohistoquimica, os cortes foram desparafinizados e
hidratados. Para desparafinizacdo foram deixados 24h em temperatura de 60°C
seguidos por trés banhos de xileno (15min cada) e trés banhos de alcool (5min
cada), ambos em solu¢des decrescentes (100%, 90% e 80%). Para hidratacédo foram
submetidos a dois banhos de agua destilada (5min cada). Como controle negativo
das reacdes utilizou-se cortes histolégicos que foram submetidos ao mesmo
procedimento (descrito abaixo) exceto a incubacao com o anticorpo primario. Este foi
substituido pela solucdo PBS-BSA 3%, Triton X-100 0,5%.

A. S100 - Rabitt Anti Cow — marcacao das células de Schwann

Seguida a desparafinizacao e hidratagdo realizou-se inibicdo de ligacoes
inespecificas com incubagcao na solugdo aquosa 5% de bérax, por 20min. Os cortes
foram lavados com agua destilada duas vezes e realizada inibicdo da peroxidase
endogena, com a solu¢cao H.O, 60% no metanol, por 15min no escuro. Em seguida
os cortes foram lavados em agua duas vezes e em solucao fosfato salina tamponado
0,1mM, pH 7.4 (PBS) duas vezes (5min cada). O bloqueio das ligacdes inespecificas
das imunoglobulinas com o tecido foi realizado utilizando-se PBS-BSA 10%-Triton X-
100 0,05% - Leite Molico a 8% em agua, numa proporcao 1:1, por uma hora em
temperatura ambiente. Foi feito ainda bloqueio da biotina endégena com avidina e
biotina, 15 minutos cada (Kit Dako). Em seguida as laminas foram incubadas com o

anticorpo primario S100 (rabitt) produzido pela Dako e diluidas numa concentracao
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de 1:200 (diluicbes previamente testadas) em PBS-BSA 3%, Triton X-100 0,5%
overnight na geladeira em caAmara Umida escura.

Posteriormente, apés lavagens com PBS-Tween 0,25%, as laminas foram
incubadas com o anticorpo secundario anti-rabitt biotinilado (Sigma) (1:50) em PBS
na temperatura ambiente, seguida de lavagem com PBS-Tween 0,25%, e incubacgao
no complexo streptavidina-peroxidase (1:50) do kit LSAB2 por uma hora em camara
umida. A revelagdo foi realizada com a diaminobenzidina do kit liquid DAB
(DAKOCYTOMATION) seguindo-se de contra-coloracao pela hematoxilina de Harris
diluida (1:3), por 5 minutos. Apds o azulamento das laminas coradas, estas foram
lavadas em agua e diferenciadas em agua acida (0,5% HCL em &agua destilada),
desidratadas (trés banhos de alcool por 5min cada), clarificadas em xileno (irés
banhos por 10min cada) e montadas com ENTELLAN® (MERCK, Alemanha) para
posterior visualizacdo em miscroscopio 6tico.

B. Griffonia — Lectina — Bandeiraea simplicifolia — L 2140

A lectina griffonia simplicifora (BS-1), que se liga especificamente a residuos
galactosi, cora o endotélio vascular de vérias espécies animais (ALROY et al., 1987),
o que inclui o endotélio de camundongos. Apo6s seguir protocolo de desparafinizacao
e hidratagéo, os cortes foram lavados com PBS pH 7,4 (2x 5 minutos) e imersos em
solucdo aquosa de bérax 5% (20minutos). Foram novamente lavados com PBS (2x
5min) e imersos em Alcool comercial (1 minuto). Seguiu-se para a Inibicdo da
peroxidase endégena, 60% em metanol (15 minutos) e imersdo no Alcool comercial
(1 minuto). Realizada lavagem com PBS (2x 5minutos), seguido por dois bloqueios
de ligagbes inespecificas, utilizando-se extrato de figado de camundongo (30
minutos) e PBS-BSA 10%-Triton X-100 0,05% - Leite Molico a 8% em agua, numa

proporcdo 1:1 (1 hora) em temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS realizou-
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se o0 blogueio com avidina e biotina, 15 minutos cada (Kit Dako). Em seguida as
laminas foram incubadas com o anticorpo primario Griffonia simplicifollia L2140, da
Sigma, numa diluicdo de 1:100 em PBS-Triton 0,5% (diluicbes testadas
preliminarmente) overnight na geladeira em camara umida escura.

Em seguida, apdés ambientacdo das laminas em temperatura ambiente e
lavagens com PBS-Tween 0,25%, estas foram incubadas com a extravidina
peroxidase da Sigma 1:30 em PBS por uma hora (temperatura ambiente). A
revelacao da reacgao foi realizada da mesma forma que no protocolo S100, incluindo
todas as etapas sequenciais até a montagem.

C. Anti-F4 80 — marcacao dos Macrofagos

Apos a desparafinizagao e hidratacdo as laminas foram imersas em Cloreto
de aménio 50mM em PBS (2X15) minutos; lavadas com PBS pH 7,4 (2X 5minutos);
realizada Inibicao peroxidase 70% em metanol (20minutos). Seqlencialmente,
colocou-se as laminas em PBS pré-aquecido por mais 15 minutos. Nos ultimos 5
minutos do banho, foi acrescentada a tripsina (0,2%) em cada uma das laminas e
deixado por 20minutos na estufa. Seguiu-se com lavagem com PBS pH 7,4 (3X5
minutos) e bloqueio de ligacdes inespecificas PBS-BSA10% - Leite molico 8% (1:1)
por 1hora. Utilizou-se para marcagdo de macrofagos o anticorpo F4/80 (rat anti-
mouse MCA497 Serotec), diluicdo 1:50 PBS/BSA 3% - Triton 0,1% - Tween 0,05%.
Deixado overnight em camara umida escura na geladeira.

No dia seguinte, as laminas foram ambientadas, lavadas com PBS (2X5
minutos) e incubadas com anticorpo anti-rat IgG (1:30 Vector) por 1hora. Foram
lavadas e incubadas com Extravidina-peroxidase (1:30) por 1hora. Novamente
lavadas com PBS-Tween 0,25% (1X5minutos) e seguido o protocolo de revelacéo e

montagem ja descritos anteriormente.
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3.10 Mensuracao da zona de regeneracao

Nos cortes transversais (n=9, sendo 3 do grupo de células mesenquimais

adiposas (MA), 3 do grupo DMEM e 3 do grupo do Tubo Puro (TP)), foram
realizadas mensuracdes da area da lamina que corresponde ao inicio do processo
de reparo, representada pelo final do bloco “a” (porcado mais proximal do tubo) e
inicio do bloco “b”. A divisdo entre os blocos corresponde exatamente a interface
entre o nervo integro e a area do inicio do processo de reparo do nervo, ou seja, a
1,5 mm de distancia do inicio do tubo. O critério empregado para identificar o exato
local do inicio do processo de regeneracao foi a observagao seriada dos cortes no
final do bloco “a” e no inicio do bloco “b”. A area usada para os calculos foi o
primeiro corte em que se observou diminuicdo do didmetro do nervo. Esse
procedimento foi realizado para cada animal. Através do programa Image-Pro Plus
foram medidas a area total, a area de tecido nervoso, diametro total e o didmetro
de tecido nervoso.

Para a analise dos cortes longitudinais (n=6, sendo 2 do grupo de células

mesenquimais adiposas (MA), 2 do grupo DMEM e 2 do grupo do Tubo Puro (TP)),
optamos por realizar todas as medidas na imagem da reconstrucdo do nervo
inteiro, feita a partir da lamina de numero 7. Através do programa Image-Pro Plus,
realizou-se as seguintes medidas: largura de tecido nervoso no inicio do tubo;
largura de tecido nervoso encontrada a 1,5 mm de distancia do inicio do tudo (zona
de transicdo entre o final do bloco a e inicio do bloco b; e a menor largura
encontrada no percurso do nervo.

Cada um destes dados foram transportados para o programa GraphPad

Prism, para analise estatistica.
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Normalizacao dos dados obtidos a partir dos cortes transversais e

longitudinais:

Para que fosse possivel realizar uma andlise estatistica relevante dos
parametros de medida dos nervos regenerados, seria necessario incluir no célculo
a média de todos os animais utilizados em nosso experimento. Como em cada
grupo havia sempre 3 animais nos quais o nervo havia sido cortado
transversalmente e 2 em que os cortes foram longitudinais, foi necessério
selecionar algum parametro que pudesse ser comparado nos dois tipos de cortes.
Concluimos que os seguintes parametros poderiam ser comparados:

» Medida do didmetro do tecido nervoso obtida nos cortes transversais =
medida |

» Medida da largura do tecido nervoso encontrado a 1,5 mm de distancia do
inicio do tudo nas reconstrucbes dos cortes longitudinais realizadas no

centro ou lamina 7 (parte mais larga) do nervo = medida ll

Considerando que a manipulacédo dos cortes longitudinais é delicada, o que
leva a uma perda erratica dos cortes, ndo seria possivel garantir que o corte
reconstruido na lamina 7 correspondia exatamente a regido mais larga do nervo.
Para corrigir este problema, aplicamos um fator de correcdo, definido para
transformar a medida de largura obtida pela reconstrucdo de um corte longitudinal
na lamina 7 na medida correspondente a maior largura. Utilizamos a seguinte

formula:

Fc

E

LLn
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Onde Fc, o fator de correcao, foi calculado dividindo-se o diametro do nervo
normal (por¢cdo sem leséo) obtida no corte transversal (DTn) pela largura do nervo
normal (sem leséo) obtida no corte longitudinal (LLn).

Em seguida o fator de correcdo foi multiplicado pela largura de tecido
nervoso encontrado a 1,5 mm de distancia do inicio do tudo, ou seja, pela medida
II. Assim obtivemos duas medidas |l corrigidas para cada grupo experimental e
somamos com os trés valores encontrados para as medidas | no mesmo grupo.

Com esta padronizacdo pudemos ter os dados corrigidos e somar os 3

nervos transversais com os 2 nervos longitudinais, totalizando 5 nervos de cada

grupo.

3.11 Teste Funcional do Ciatico

Os camundongos foram avaliados 1, 3, 5 e 8 semanas apds a transecg¢ao do
nervo ciatico esquerdo, obtendo-se os seguintes pardmetros da pegada das patas
posteriores (direita e esquerda): a distancia entre o primeiro e quinto dedos —
espalhamento dos dedos (ED) e a distancia entre a ponta do terceiro dedo e a parte
mais posterior da pata em contato com o chdo — comprimento da pegada (CP).

A avaliacao foi realizada como descrita por Varejao et al. (2001) e Baptista AF
et al. (2007). Os animais foram colocados em um corredor de acrilico (48 x 4,5cm)
(Figura 16) com um espelho abaixo deste projetado em um &angulo de 45°
(WESTERGA & GAMSBERG, 1990; VAREJAO et al., 2001). Inicialmente os animais
foram deixados por cinco minutos dentro do corredor para ambientacdo. Quando
eles paravam no final do corredor, eram adquiridas entre 5 a 6 fotos das patas,

através do espelho, para posterior selecdo de 3 fotos (cAmera digital Sony,
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Cybershot 7.2 megapixels DCS-W7). A camera digital foi posicionada a 2,5cm de

distancia do espelho.

Figura 16. Aparato utilizado para o teste funcional. Corredor de acrilico (48 x 4,5cm) com
espelho abaixo posicionado a 45°.

Através do programa Image J, National Institute of health, USA, as medidas
de ED e CP foram calculadas, apés calibragdo por um paquimetro escaneado
(Figura 17). Os dados foram transportados para o programa Microsoft Office Excel,
onde foi calculado o fator para cada pardmetro (ED e CP) através da seguinte
formula: lesado - ndo lesado / ndo lesado. Desta forma o Fator ED = ED do lado
lesado - ED do lado normal / ED normal e o Fator CP= CP do lado lesado - CP do
lado normal / CP normal.

O indice Estatico do Ciatico (SSI) dos camundongos foi calculado pela
férmula adaptada para camundongos (101.3 x Fator ED - 54.03 x Fator CP- 9.5),

publicada por BAPTISTA AF et al., 2007.
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Figura 17. Fotografia das patas do camundongo obtida para realizacdo das medidas do
teste funcional. O detalhe evidencia as medidas de espalhamento dos dedos (ED) e o
comprimento da pegada (CP).

O SSI foi analisado nos trés grupos experimentais. Nos animais do grupo MA,
a avaliacao foi realizada com 1 semana (n=9), 3 semanas (n=9), 5 semanas (n=9) e
8 semanas (n=4) apdés o procedimento cirdrgico. Nos animais do grupo DMEM o
teste funcional foi avaliado em 1 semana (n=8), 3 semanas (n=9), 5 semanas (n=9) e

8 semanas (n=4) apds a transecgéao do ciatico. E no grupo TP em 1 semana (n=5), 3

semanas (n=5) e 5 semanas (n=5) (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de animais que participaram da avaliacao funcional. MA = grupo com
células mesenquimais adiposas; DMEM = grupo que recebeu DMEM; TP = grupo em que o
tubo foi deixado puro; N= nUmero de animais.

GRUPO MA GRUPO DMEM GRUPO TP
1 SEMANA N=9 N=8 N=5
3 SEMANAS N=9 N=9 N=5
5 SEMANAS N=9 N=9 N=5
8 SEMANAS N=4 N=4 Nao foram

avaliados
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3.12 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise estatistica com auxilio do
programa GraphPad Prism . Os dados primeiramente foram transportados para o
Excel e depois exportados para o GraphPad Prism.

Os resultados das medidas dos nervos foram expressos sob a forma de
média + desvio padrao. Os dados morfolégicos foram analisados através de um
teste One-Way ANOVA em conjunto com um Bonferroni Post-test para se verificar
entre quais grupos existia a diferenca significativa. Ja os dados funcionais foram
analisados por meio de um Two-Way ANOVA. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Apos as cirurgias, todos os animais evoluiram com rapida cicatrizagdo da
incisdo cirurgica. As feridas apresentaram-se com bordas bem coaptadas, sem
sinais de infeccao e/ou inflamagdao macroscopica. No dia seguinte ao procedimento
cirirgico, todos os animais apresentavam-se em bom estado geral, ativos e
aceitando a dieta normalmente.

Nao houve evidéncias de ulceracées no trajeto do nervo ciatico até 5
semanas de sobrevida. Embora a avaliacdo sistematica relatada neste trabalho
tenha se limitado ao tempo de cinco semanas apdés o procedimento cirurgico,
tivemos o0 acompanhamento de animais até cinco meses apos leséao.

Apébs 8 semanas, ipsilateralmente a lesdao, a maioria dos animais apresentou
ulceracbes cutaneas, ressecamento das unhas com aspecto amarelado e
eventualmente autotomia dos digitos. Com 11 semanas, foi possivel observar que 3
de 6 animais (50%) do grupo experimental (células MA) apresentavam as ulceracdes
e todos os 6 (100%) do grupo controle (DMEM) possuiam tais caracteristicas. Ficou
evidente um maior nimero de animais com ulceragdes no grupo controle (DMEM)
quando comparados ao grupo que utilizou células mesenquimais de tecido adiposo.
Ap6s 5 meses nenhum animal do grupo MA apresentava estas alteracdes, enquanto
que as mesmas persistiam no grupo controle DMEM.

Sob o ponto de vista macroscopico, foi possivel observar, durante os
procedimentos cirlrgicos e de excisdo do nervo, a presenca de segmentacao
(separacdo em fasciculos) do nervo ciatico do camundongo BalbC. Isso ocorreu
desde a sua porcao mais proximal e acentuou-se caudalmente (Figura 18). Muitas
vezes a descricdo da anatomia do nervo ciatico demonstra que a divisdo em

fasciculos ocorre na sua por¢ao mais distal, quando se ramifica em nervo fibular e



78

tibial. Porém isso nao foi observado no nervo ciatico da maioria dos camundongos
da linhagem BalbC. Microscopicamente, a divisdo em fasciculos € demonstrada na
figura 19. Ela exibe trés fasciculos do nervo na sua por¢cao mais proximal, em corte

transversal.
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Figura 18. Macroscopia do nervo ciatico do camundongo. Observam-se
varios fasciculos (diversas ramificac6es) do nervo desde a sua por¢cao mais
proximal a medula espinhal, até a parte mais distal.

Figura 19. Corte transversal da porcao proximal do nervo ciatico do
camundongo, evidenciando os trés fasciculos. Coloracdo com Hematoxilina-
Eosina (HE). Barra: 200 pm.
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4.1 Tubo de poli-3-hidroxibutirato (P3HB)

A aplicagdo de estruturas tridimensionais bio-reabsorviveis como suporte
temporario na engenharia de tecidos tem sido cada vez mais freqiiente nos ultimos
anos. Neste trabalho foram utlizados tubos de P3HB para o procedimento de
tubulizacdo. Na analise por microscopia eletrénica de varredura, p6de-se observar a
superficie externa com rugosidades acentuadas em toda a sua extensdo, de forma
homogénea. Como essa porcdo teve contato com o ar durante o processo de
secagem, verificou-se um aspecto mais rugoso (Figura 20).

As figuras 21A e 21B revelam a parte interna do tubo de P3HB. Essa regiao
teve contato com o vidro do molde utilizado para confeccdo do tubo, e por isso
apresenta-se com um aspecto menos anfractuoso que a superficie externa.
Observaram-se também projecbes que provavelmente se formaram durante a
secagem da solucao do bioplastico ou durante a remocéao do tubo do vidro. A figura
21C mostra o tubo em corte transversal e a figura 21 D exibe um corte sagital do
P3HB, observando-se a parte mais lisa acima, que corresponde a superficie interna,
e a parte mais rugosa abaixo, referente a porcao externa.

Apébs cinco semanas de sobrevida, os tubos de P3HB foram retirados do
interior da perna do animal e facilmente manipulados, ndo sendo observado tecido
fibrético ao seu redor. Além disso, ficou evidenciado em experimentos preliminares
que a biodegradacao total ndo ocorreu até 5 meses ap6s tubulizacdo (dados nao

mostrados).
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Figura 20. Micrografias eletronicas de varredura da superficie externa do tubo
de Polihidroxibutirato (P3HB), demonstrando o aspecto rugoso (setas). Barras:
A=100 pm, B=50pum, C=10 pm, D=5 pm.
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Figura 21. Micrografias eletronicas de varredura do tubo de Polihidroxibutirato
(P3HB), demonstrando a superficie interna do tubo em (A) e (B) com algumas projecdes
(seta). (C) mostra a vista transversal do tubo notando-se que a superficie interna € menos
anfractuosa que a superficie externa (seta) e (D) demonstra a regido interna mais
superiormente (seta preta) e a regiao externa do tubo mais inferiormente (seta vermelha),
em corte transversal. Barras: A e B=1um, C=100 um, D=10 pm.
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4.2 Testes Funcionais

Os resultados demonstraram que todos o0s animais pioraram a sua
funcionalidade, no decorrer do tempo de 1, 3 e 5 semanas, indicados pelos valores
mais negativos do SSI no grafico. A condicdo normal é préxima ao zero. Nenhum
dado mensurado mostrou diferenca significativa na analise estatistica (p>0,05)
(Figura 22).

Considerando a avaliagao do indice intra-grupo no decorrer das semanas de
avaliacao, o grupo MA apresentou piora progressiva até a quinta semana, mas da
quinta para a oitava notou-se uma melhora do quadro, ao contrario, no grupo DMEM,
no qual ndo foi observada melhora em nenhum dos tempos avaliados (Figura 22).

Na analise inter-grupos, o MA apresentou melhor desempenho da atividade
funcional na primeira semana, enquanto que o grupo TP alcancou os valores mais
negativos do indice funcional em todas as semanas, indicando pior qualidade da

fungéo (Figura 22).
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Recuperacao Funcional durante 8 semanas
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Figura 22. Grafico do indice Estatico do nervo ciatico (SSI) com desvio padrio
ao longo de oito semanas. A medida do indice foi realizada conforme descrito na
secao de metodologia. A analise quantitativa da recuperacéo da funcdo em todos os
grupos revelou a piora 1, 3 e 5 semanas apos a transecgao, representada pelos
valores mais negativos. Na primeira semana o grupo MA possuia o melhor indice
funcional e na oitava semana nota-se discreta melhora, enquanto que o DMEM
continuou piorando. O grupo TP possuiu o pior indice funcional em todas as
semanas. Na oitava semana houve melhora aparente do indice no grupo MA quando
comparado com o DMEM. Nao houve diferenca estatistica significativa em nenhum

dos grupos (p>0,05).
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4.3 Observacao morfolégica

Apébs o trauma, inicia-se uma sequiéncia de eventos que ocorrem durante o
processo de regeneracdo do nervo dentro do tubo, que podem ser organizadas em
cinco principais fases: resposta pdés-traumatica; migracdo de células e processo
celular dentro do tubo; diferenciagdo de elementos vasculares, gliais e neuronais,
crescimento e mielinizacdo axonal. Essas fases sao interdependentes e sobrepdem-
se cronologicamente.

Ap6s cinco semanas da neurotmese, observou-se, com auxilio do
microscépio estereoscopio (lupa), que houve reparo do tecido neuronal com
preenchimento total do espaco entre os dois cotos de todos os grupos (Figura 23 A
e 23 B). A figura 23 C mostra cortes da regiao do epicentro da lesdo (segmento “B”)
nos trés grupos experimentais.

A coloracdo HE permitiu visualizar o processo de degeneracdo neuronal
causado pelo trauma, incluindo o processo inflamatério e degeneracao dos axénios.
Esses processos podem ser observados em todos os grupos, havendo alguma
variacao apenas em sua extensdo. Apos 5 semanas, observou-se que 0 processo
inflamatério era principalmente marginal, mais préximo ao tubo ou préximo do ponto
de sutura. Além de axbénios maduros, notou-se a presenca de macrofagos
espumosos por entre o tecido regenerado, cuja identidade foi posteriormente
confirmada pela marcacao com F4 80 (ver adiante) (Figura 24 A). Observa-se ainda
a presencga de inflamacao mononuclear (Figura 24 A) e com eosindfilos (Figura 24

B) e um intenso processo de neovascularizacao (Figuras 24 C).
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Figura 23. Vista macroscopica e microscopica do nervo ciatico do camundongo
apos 5 semanas da neurotmese. (A e B) Fotografias do tubo contendo o nervo ciatico
conectado com os cotos proximais (a direita) e distais (a esquerda) e o tecido nervoso
mais fino no interior do tubo (chave). O tecido esbranquicado no interior do tubo sugere
a regeneragdo de um coto ao outro. A seta indica local da sutura do coto proximal. (A)
Grupo de células mesenquimais adiposas (MA) e (B) grupo do tubo puro (TP). (C)
Micrografias de cortes transversais da regiao do epicentro da lesao (segmento “B”) com
imunomarcacao contra S100. Da esquerda para direita: grupo MA, grupo DMEM e
grupo TP. Barra 200 pm.
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Figura 24. Resposta pos-
traumatica do nervo
ciatico, evidenciada pelo
processo inflamatério e
degenerativo. (A) amostra
de um campo com uma
regiao central
caracterizada pela
presenca de células de
Schwann e axénios (seta
preta). No mesmo campo a
direita  observa-se um
processo inflamatério
enquanto que a esquerda
algumas fibras nervosas
associadas ao tecido
conjuntivo; (B) presenca
de eosindfilos (seta
vermelha) e  processo
hemorragico; (C)
neoformagdo de vasos
(seta branca). Coloracao
HE, Barra: 50 um.
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Numa analise de uma montagem dos cortes seriados longitudinais, péde-se
observar a espessura e comprimento do nervo ciatico, apdés 5 semanas da
transeccao. Verificou-se que, em todos os trés grupos estudados, o coto proximal
alcancou o coto distal (Figuras 25 A, B e C). Comparando-se a regeneracao do
nervo nos diferentes grupos, sempre na mesma altura, notou-se que o grupo DMEM
aparentemente exibia o nervo com calibre maior. Porém, nas analises microscopicas
dos cortes histolégicos corados pela HE, observou-se um tecido mais frouxo, sem
aparente formacdo de estruturas caracteristicas de tecido nervoso periférico,
exibindo também células dispersas (Figura 25 E). No grupo MA, observou-se uma
organizacao compativel com um processo de regeneragao nervosa normal (Figura
25 D). No grupo TP, observou-se reconstituicido aparente do nervo, porém com
didmetro menor (Figura 25 F). Histologicamente, notou-se que o tecido regenerado
neste grupo formava estruturas nervosas distribuidas irregularmente, associadas a
processo inflamatério e neoformagéo vascular (Figura 25 F).

Numa tentativa de descrever com maior detalhe os diferentes tipos celulares
envolvidos na reacdo inflamatoria, realizamos uma avaliagdo da ocorréncia de
eosindfilos, tendo em vista que sua presenca foi notada em todos os grupos, ja na
coloragdo HE. Para tanto, foi realizada a coloragdo com o Sirius Red para
eosindfilos, especifica para identificacdo dessas células. Nossos resultados nao

mostraram diferencas entre os grupos (Figuras 26 A, B, C).
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(A) MA (B) DMEM
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Figura 25. Fotomicrografias de cortes longitudinais do nervo ciatico em HE.
Reconstrugdes representativas dos nervos encontrados no grupo MA (A), grupo
DMEM (B) e grupo TP (C). O espaco deixado no procedimento cirurgico foi
preenchido nos trés grupos apds 5 semanas. Abaixo, fotomicrografias em detalhe do
tecido referente a area indicada, verificando-se um tecido menos compactado no
grupo DMEM (E) se comparado aos grupos MA (D) e TP (F). Barras: 500 pum
(montagens dos cortes longitudinais) e 50 um.
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Figura 26. Coloracao com Pricrosirius Red para eosinéfilos. As figuras mostram
cortes longitudinais nos trés grupos (MA, DMEM e TP) evidenciando poucos
eosindfilos (setas pretas), com distribuicdo semelhante nos trés grupos. Barra:

50um.
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4.4 Identificacao de tipos celulares por imunohistoquimica

Para a identificacdo do endotélio capilar, utilizamos a lectina Griffonia,
(Bandeiraea simplicifolia) tendo em vista sua ja conhecida reatividade para o
endotélio capilar de camundongos (ALROY et al., 1987). O endotélio dos vasos
capilares se mostrou reativo, demonstrando a neoangiogénese nestes tecidos em
regeneracao (Figura 27 A e B, setas vermelhas). Além do endotélio, a lectina
evidenciou a presenca de células espumosas (macréfagos), que exibiram reatividade
na membrana (Figura 27 A e B, setas pretas).

Para identificar a presenca de macrofagos ativados, utilizou-se o anticorpo
F4/80. Observamos que a reatividade para F4/80 foi vista em macréfagos situados
tanto na regido perivascular como na periferia dos nervos em regeneracado, assim
como em algumas células espumosas (Figuras 27 C e D). Este padrao de marcacao
€ mostrado em detalhe na Figura 27 para um animal do grupo MA, porém este
padrao foi similar em todos os grupos (Figura 28).

Para identificar a presenca das células de Schwann, nesse processo de
regeneracao, utilizou-se o anticorpo anti-S100. A imunoreatividade para S-100
evidenciou o retorno da estrutura normal do nervo periférico em regeneracao,
aspecto melhor visto no grupo MA, em comparacdo com os grupos DMEM e TP
(Figuras 29 A, B e C). No grupo DMEM observou-se, na mesma regido, a falta de
regeneracao/reorganizacao do tecido nervoso periférico (Figura 29 B). No grupo TP
observou-se manutencdo do processo inflamatério na extremidade distal do coto

proximal (Figura 27C).
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Figura 27. Imunomarcacao com Griffonia e F4/80. Cortes transversais dos
segmentos a (porg¢ao proximal a lesdo) e ¢ (porcao distal a leséo). As figuras A e B
(Griffonia) evidenciam marcacao das células espumosas macrofagicas (setas pretas)
e vasos (setas vermelhas). C e D marcagdes com o F4/80, revelando principalmente
macréfagos ativados (setas amarelas).
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Figura 28. Imunomarcacao com Griffonia e F4 80. Cortes transversais mostrando
similaridade entre os grupos MA (esquerda), DMEM (meio) e TP (direita). Ha
marcacao parecida entre os dois anticorpos utilizados neste tecido em processo de
regeneracao. Barra: 50 pm.
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Figura 29. Fotomicrografias de cortes longitudinais do nervo ciatico
imunomarcados para S100 (marrom). (A): O grupo MA mostrou aspecto mais
organizado das células de Schwann se comparado aos outros grupos. (B): O
DMEM apresenta-se com tecido menos compactado e mais desorganizado. (C) No
grupo TP observa-se ponta em “bisel” (seta) com reacao celular local e auséncia de
marcacao na extremidade. Barras: A e C= 200 pm e B= 100 pm.
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4.5 Quantificacao da area, diametro e Ilargura do nervo

regenerado

As larguras dos nervos seccionados longitudinalmente foram mensuradas na
regiao da menor largura do nervo na area regenerada e representados no
histograma mostrado na Figura 30. O grupo TP apresentou as menores medidas,
porém nao houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05) (Figura 30).

Nas medidas dos nervos em cortes transversais, o grupo MA apresentou
nervo regenerado com maior area de tecido nervoso, enquanto que o grupo TP, a
menor area. O grupo DMEM obteve uma area total maior que a area de tecido
nervoso encontrado (Figura 31). Contudo, os dados nao foram estatisticamente
significativos, provavelmente em funcado do pequeno nimero de animais avaliados.

O diametro médio dos nervos dos animais nos diferentes grupos foi calculado
e representado em grafico, de forma individualizada (Figura 32 A). Os animais do
grupo DMEM exibiram aumento do tecido ndo neural no segmento regenerado, o
que nao ocorreu nos demais grupos (Figura 32 A). Quando se comparou a média
dos diametros dos diferentes grupos, verificou-se que o grupo MA apresentou tanto
o diametro total do segmento quanto do tecido neural presente maior que o do grupo
TP, com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001). Houve também
diferenca entre DMEM e TP (p < 0,01), porém o didmetro total ou do tecido neural
presente no grupo MA nao foi diferente que o visto nos animais do grupo DMEM

(p>0,05). (Figura 32).
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Figura 30. Medidas dos cortes longitudinais dos nervos em regeneracao.
Analise quantitativa das medidas das menores larguras dos nervos em corte
longitudinal. As larguras foram medidas e dispostas sob a forma de média e desvio
padrao (p>0,05).
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Figura 31. Medidas das areas dos cortes transversais dos nervos em
regeneracao. Andlise quantitativa onde o grafico mostra as médias das areas de
tecido total e tecido nervoso (TN) nos trés grupos, evidenciando menores areas no
grupo TP, porém sem diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).
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Analise dos diametros do nervo ciatico

Tabela dos Didmetros
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Figura 32. Diametros de tecido total e de tecido nervoso. Asteriscos representam
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo TP. ***(P <0,001); **(P

<0,01); *(P< 0,05).
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5. DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesta dissertagcdo primeiramente confirmam
nossa expectativa inicial de que a regeneracdo do nervo ciatico de camundongos
apos cinco semanas da seccao completa e tubulizacdo ocorreria espontaneamente
Nossos resultados sugerem que a utilizacdo de préteses tubulares de P3HB,
associada ao enxerto de células mesenquimais derivadas do tecido adiposo, podem
promover beneficios aditivos na regeneracéo.

Apbs a lesdo, o crescimento axonal pode ocorrer pela capacidade de
regeneracao espontanea do SNP (BRECKNELL & FAWCETT, 1996; FU & Gordon,
1997). Porém, o brotamento nervoso pode ser deficiente nas transeccoes completas,
quando a perda extensa de tecido esta envolvida. Nesses casos, o procedimento
cirirgico é essencial para a recuperacao, e as técnicas que utilizam uma protese
tubular tém sido amplamente utilizadas, pela sua capacidade de atuar como “guia” e
facilitar a regeneracdo. Usando um conduite, pode-se evitar a necessidade de
remocao de um segmento do nervo e a perda de funcédo do local doador, que é o
caso das técnicas de enxertos autdlogos.

Uma variedade de materiais tem sido empregada para fabricacdo desses
tubos (LANGONE et al, 1995; BARAUNA et al, 2007; PFISTER et al., 2007;
PANSERI et al., 2008). Verificou-se neste estudo que, com a utilizacdo do tubo de
poli-3-hidroxibutirato (P3HB), o tecido nervoso regenerado se mostrou integro, sem
tecido fibrotico. Os tubos de P3HB foram explantados facilmente, ndo sendo
evidenciadas aderéncias nos musculos subjacentes, parecendo realmente haver
biocompatibilidade do biomaterial. De acordo com Hazari et al. (1999), o PHB
apresenta baixa reacao para macréfagos quando comparada aos enxertos autélogos

de nervo. Observamos, contudo, que o processo inflamatério e a reagdo para
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macréfagos foram mais evidentes na zona marginal, préximo a parede do tubo, e
sempre mais pronunciados nos cortes superficiais.

Além disso, o tecido regenerado apds cinco semanas da transeccgao
apresentava-se, na sua maioria, alinhado ao eixo longitudinal do tubo. Da mesma
forma, Mohanna et al. (2003), observaram que as fibras nervosas regeneradas do
nervo fibular do rato ficaram alinhadas e paralelas ao longo do eixo de um conduite
de PHB.

Os parametros sobre as propriedades da superficie, porosidade e
biodegradacao afetam a interagéo célula-substrato e/ou a comunicagdo com o meio
externo ao conduite (AHMED et al., 2004). A utilizacdo de materiais biodegradaveis
na tubulizacado é importante para evitar um segundo procedimento cirargico para a
retirada do tubo e impedir forcas constritivas nas fases tardias da regeneracdo. O
tubo de P3HB nao foi totalmente degradado até cinco meses apos a tubulizacdo em
nossos experimentos (dados ndao mostrados). Acredita-se que a degradacéao total
desse biomaterial ocorra num periodo entre 18 a 24 meses (HAZARI et al., 1999). A
biodegradacdo completa ocorrera apos o processo de reparo ter-se completado, o
que se constitui em um fator positivo para a utilizacdo desse biomaterial na terapia
de tubulizagdo. De fato, a reabsorcdo completa do material ndo deve acontecer
antes que se complete o processo de regeneracao, porque isso € desfavoravel para
a regeneracao e reorganizacao das fibras nervosas, podendo haver formacéo de
tecido fiboroso (ALDINE et al., 1996). Porém, é desejavel que o processo de
biodegradacao do tubo aconteca paralelamente ao de regeneracédo. De acordo com
a revisao realizada por Fields et al. (1986) o completo processo de regeneracédo do
nervo ciatico do rato ap6s transeccao completa e tubulizagédo s6 ocorre no periodo

de um ano.
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Outra caracteristica do P3HB é a sua semi-permeabilidade, permitindo que
haja trocas de nutrientes com o meio extracelular. As células nao-neuronais do local
da lesdo podem reagir ao trauma pela liberacdo de nutrientes e fatores de
crescimento na regido, o que pode favorecer ao processo de regeneracao
(RODRIGUEZ et al., 1999). Aebischer et al. (1988) mostraram que a regeneragao
ocorreu até 8 semanas com 0 uso de tubos permeaveis mesmo na auséncia do coto
distal, indicando que substancias originadas nao apenas do coto distal mas também
do ambiente extra-neuronal poderiam ser benéficas na regeneragéo.

Apébs a transeccao de nervos periféricos, a regeneracdo de uma lesao
extensa ocorre de forma gradual, sendo a velocidade de reinervacédo do coto distal
variavel. No modelo de lesdo de nervo ciatico em camundongos, a reinervacao pode
ser observada ja nas primeiras semanas, mas a reinervacao total nado se completa
até seis semanas de sobrevida (PEREIRA-LOPES et al., 2006). Deve ser enfatizado,
contudo, que a recuperacao funcional de nervos periféricos requer ndo apenas a
regeneracao do tecido nervoso na area de lesao, mas também o crescimento dos
axbnios até o segmento distal e a chegada na sua terminagdo original
(CHAMBERLAIN et al., 2000 apud AHMED et al., 2004).

Os testes funcionais sdo bastante utilizados para avaliar o processo de
regeneracao nervosa periférica (PEREIRA-LOPES et al., 2006; MEEK et al., 2007,
PANSERI et al, 2008), pois sao capazes de avaliar diretamente a funcao
locomotora. Neste trabalho, optamos por utilizar o indice Estatico do Ciatico (SSI),
que consiste na aquisicdo de fotos das patas do animal na posicdo estatica e
posterior mensuragdes do espalhamento dos dedos (ED) e do comprimento da
pegada (CP). Este teste consiste num método simples e de baixo custo, além de

possuir maior precisdo das medidas obtidas quando comparadas ao indice de
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Funcéo do Ciatico (SFI) (BAPTISTA AF et al., 2007). A alteracédo da relagdo entre
comprimento e largura da pata ocorre principalmente nas lesdes totais do nervo,
onde, devido a denervacao e conseqliente perda da atividade muscular, as patas
dos animais sem agao da musculatura intrinseca do pé assumem uma posicao de
garra (MEEK et al,, 2007). Em consequéncia, ha comprometimento da forma das
pegadas no método de impressao das patas utilizado no SFI, especialmente nas
primeiras semanas apoés a lesdo. Além disso, a velocidade do ato de andar também
pode interferir na impressao das pegadas (DeMEDINACELLI et al., 1982; BERVAR,
2000).

O SSI foi recentemente adaptado para camundongos a partir da formulacao
original feita em ratos (BAPTISTA A.F et al., 2007) e mostrou alta correlagdo com o
SFI. A férmula adaptada foi empregada para os calculos neste trabalho. Os nossos
resultados mostraram uma piora da funcdo apdés uma, trés e cinco semanas em
todos os trés grupos experimentais, sendo que o grupo TP apresentou os piores
indices. Em 1996, Marques et al. examinaram a morfologia do musculo extensor
longo dos dedos apds transeccéo total e tubulizacdo de camundongos. Observaram
que, apos duas semanas, este musculo apresentava-se totalmente denervado e que
apds a quarta semana iniciava-se 0 processo de reinervacdo. Somente apds a
décima segunda semana todas as jungées neuromusculares estavam reinervadas.
Ja IUkema-Paassen et al. (2002) mostraram que a reinervagdo completa acontecia
com 21 semanas nos musculos gastrocnémio e séleo. Isso pode justificar a piora
gue ocorre nas primeiras semanas apos a neurotmese.

Esses dados nos levam a inferir que nossa avaliagdo ainda ocorreu numa
fase precoce da regeneragdo e remielinizagdo. Experimentos com maior tempo de

sobrevida poderiam mostrar os ganhos funcionais adicionais obtidos. Melo et al.
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(2001) também observaram que a funcao motora s6 comeca a retornar a partir da
oitava semana apés a lesdo. Os nossos resultados funcionais revelaram também
que, na oitava semana apés a lesao, o grupo MA apresentou melhora da funcéo,
diferente do grupo DMEM, que continuou piorando. Embora nossos dados né&o
tenham valor estatistico significativo, necessitando de um maior nimero de animais,
nossas avaliacdes morfolégicas do nervo regenerado em estudos piloto de animais
de sobrevida longa dariam suporte a uma melhoria da funcdo em tempos mais
longos.

Na analise da morfologia da regidao regenerada, as coloracbes com HE
permitiram identificar alteracées concernentes ao processo de degeneracdo e
regeneracdo. Em todos os grupos foi possivel observar a presenca de reacao
inflamatéria localizada, degeneracdao axonal, vacuolizacdo e neovascularizacao.
Esse perfil histolégico é compativel com as lesbées induzidas por compressao e por
transeccdo do nervo periférico (FIELDS et al.,, 1987; LANGONE et al.,, 1995;
MURAKAMI et al., 2003; CHEN et al., 2005).

Para melhor caracterizar o processo inflamatério e de regeneracdo foi
implementada a coloragdo com Picrosirius-Red e imunomarcagbes. O Sirius Red
cora os eosindfilos, havendo claras identificagdes dessas células tanto em tecido do
colo cervical do utero (WEHREND et al., 2004) quanto no SNP (VIOTT et al., 2007).
Essas células sao tipicas das reacdes imunes mediadas por IgE e das infeccoes
parasitarias, e o seu recrutamento envolve extravazamento do sangue e migracao
tecidual. O nosso estudo revelou a presenca de eosinofilos esparsos no tecido em
regeneracao, com predominancia nas areas nas bordas do tecido, proximas ao tubo
e no local da sutura do nervo ao tubo. Nao foi verificada diferenca entre os grupos

estudados.
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Para verificar o processo de formacao de novos vasos apds o periodo de 5
semanas do procedimento cirdrgico, utilizamos como marcador de células
endoteliais a histoquimica para a lectina Griffonia simplicifolia, (BS-I) biotinilada. O
endotélio vascular, apesar de ter uma morfologia semelhante nos diferentes tipos de
vasos, € heterogéneo em relagao a sua estrutura e também sob os pontos de vista
fisioldgico, metabdlico e imunolégico (KUMAR et al., 1987).

A deteccao de antigenos nos tecidos depende de varios fatores, como
duracao e tipo de fixacdo, métodos de processamento e inclusao, e da preservacao
do antigeno na superficie da célula (ISMAIL et al., 2003). Uma vez que as células
endoteliais apresentam um proeminente glicocalix, constituido principalmente por
oligossacaridicos das glicoproteinas da membrana, lectinas especificas tém sido
aplicadas para a identificacdo de células endoteliais de diversos érgaos animais
(ALROY et al., 1987; LAITINEN, 1987; LAWRENSON et al., 2000). A lectina Griffonia
simplicifolia (BS-I) identificou células endoteliais — porém ndo em todos os vasos —,
bem como as células espumosas (“foamy cells”). Estas células ja foram identificadas
no figado, baco, submucosa intestinal e nédulos linfaticos de ruminantes intoxicados
(GOMAR et al., 2005). Em todos os grupos estudados (MA, DMEM e TP), a lectina
Griffonia simplicifolia mostrou uma marcagao semelhante.

A evidenciacao dos macrofagos também foi possivel utilizando-se o anticorpo
F4/80, o qual demonstra a presenca de uma glicoproteina (F4/80). A expressao do
antigeno é heterogénea e varia durante a maturacédo e ativacdo do macréfago. O
F4/80 € expresso em grande quantidade em macroéfagos de tecido maduro, incluindo
células de Langerhans, microglia, macréfagos localizados na cavidade peritoneal,

pulmao, timo, estroma da medula éssea e macréfagos da polpa do baco. Tém sido
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reportado também numa sub-populacao de células dendriticas

(http://www.abcam.com/index.html?datasheet=60343, em 12/07/2008).

Os macréfagos, além de produzirem e liberarem enzimas hidroliticas
importantes para a remocao dos debris celulares, sdo também fontes de fatores de
crescimento e citocinas, que por sua vez sao Uteis na promocao da sinalizacao
celular, mitose e producdo da matriz extracelular. Na resposta a lesdao do SNP,
Leskovar et al. (2000) encontraram acumulo de macréfagos de forma mais
expressiva no local do dano do que nas regides onde ocorre a WD. No nosso estudo
os macréfagos também foram vistos de forma mais intensa na area regenerada e,
em menor extensao, nos cotos proximal e distal. Além disso, o F4/80 marcou areas
semelhantes a marcacao da griffonia, evidenciando também as foamy cells. A falta
de homogeneidade na marcacdo entre as células desse anticorpo poderia ser
explicada devido a perda de antigenos de superficie da membrana durante o
processo de diferenciacdo. De forma similar, os macréfagos ativados na zona de
degeneracao podem perder os residuos de carboidrato detectados pela lectina.

As células de Schwann sao participantes ativas nos estagios de degeneracao
e mielinizacdo. No processo de remielinizacdo essas células se infiltram nos
brotamentos axonais de espessura mais largas (1um de didmetro), e alguns destes
ax6nios sao completamente circundados pelas SCs. Experimentos realizados no
nervo ciatico de ratos, utilizando o modelo de tubulizagdo com espagco de 10 mm
entre os cotos do nervo, mostram que entre 14-21 dias apos a lesao estas células
estdo presentes nos primeiros 2 mm do “gap’. O estagio de regeneracao alcanca o
ponto médio do tubo em aproximadamente 21-28 dias e cinco a seis semanas sao
requeridas para que este processo atinja o coto distal (FIELDS et al, 1987;

FAWCETT & KEYNES, 1990; CHEN et al., 2007).
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Anticorpos anti-S100 tém sido amplamente utilizados como marcadores das
células de Schwann (GARAVITTO et al., 2000). No nosso experimento, utilizamos o
anticorpo anti-S700, o qual evidencia as proteinas S100 amplamente distribuidas em
varios tecidos que, entre outras funcdes, tém sido descritas na promocédo do
crescimento do neurito e na proliferacao das células gliais.

Garavito et al. (2000) estudando culturas de células do DRG de
camundongos, observaram células de Schwann com intensa marcagcdo e outras
células de Schwann com marcacdo mais branda. Da mesma forma observamos
estas diferencas nos nossos resultados. Scherer et al. (1994) mostraram que as
células de Schwann pouco marcadas correspondem a uma populacao de células de
Schwann nao-mielinizantes. Portanto, Garavitto et al. (2000) hipotetizaram que as
células de Schwann, tanto in vivo como e in vitro, quando pouco marcadas com
S100, estao envolvendo axdnios amielinicos .

Os dois tipos de marcacoes foram vistas predominantemente no grupo onde
foram utilizadas as células mesenquimais adiposas (MA), e em menor extensao, nos
grupos DMEM e TP. Nossos dados sugerem que a utilizacdo dessas células na
regeneracao do nervo ciatico poderia estar favorecendo o processo de mielinizagao.

Diante desses resultados, resolvemos medir a quantidade do tecido nervoso e
da area total (area, largura e diametro) nos espécimes estudados. Adotamos a
metodologia de medir exatamente a area, didmetro e largura no inicio da leséo, ou
seja, no final do bloco “A” ou inicio do bloco “B”. Nos cortes longitudinais ainda
medimos a menor largura encontrada na area regenerada.

Nossos resultados mostraram que o grupo tratado com células mesenquimais

adiposas (MA) apresentou maior média na menor largura da area regenerada, maior
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area e maior didmetro de tecido nervoso, enquanto o grupo TP apresentou as
menores medidas.

Observou-se também que a area e didmetro do tecido total encontrada nos
grupos MA e TP eram iguais as areas e diametros do tecido nervoso, ou seja, 0
tecido nervoso ocupou toda a éarea regenerada. Ja no grupo DMEM, a éarea de
didmetro do tecido total foi maior que a area e didametro do tecido nervoso,
evidenciando que o grupo DMEM possuiu um tecido com caracteristicas distintas e
que poderia ser descrito como um tecido frouxo.

O tecido adiposo, como a medula éssea, é derivado do mesoderma
embrionario e contém uma populacao de células estromais heterogénea. Os estudos
mostram que as células mesenquimais derivadas do tecido adiposo (ADSCs)
possuem capacidade de diferenciacao em diversos tecidos mesordérmicos, incluindo
0sso, cartilagem muasculo e gordura (ZUK et al, 2001, BAPTISTA et al., 2007).
Associado a isto, da mesma forma que as células mesenquimais da medula 6ssea,
estas células também se diferenciam em linhagem nao-mesenquimal, como é o caso
da diferenciacdo em células que expressam marcadores neuronais (SANCHEZ-
RAMOS et al., 2000; KANG et al., 2003; SAFFORD et al., 2004).

De acordo com Kokai et al. (2005) as populacao de células mesenquimais
derivadas do tecido adiposo (ADSCs) podem ajudar no reparo do sistema nervoso.
Portanto, devido a sua propriedade plastica e as suas caracteristicas de féacil
obtencdo e manuseio, estas células representam uma alternativa muito interessante
para terapias celulares.

Kang et al, (2003) puderam observar que as ADSCs sobreviveram e
migraram no cérebro de ratos submetidos a isquemia. Foi evidenciada melhora das

funcdes neurolbégicas no grupo que recebeu o transplante celular. De acordo com
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seus estudos, uma maior quantidade de ADSCs foi encontrada no cérebro de ratos
que sofreram oclusdo da artéria cerebral comparada ao grupo controle. Os fatores
quimotaticos induzidos pela isquemia da lesdo parecem facilitar a migracao das
ADSCs. Além disso, nao foram observadas evidéncias de resposta inflamatéria ou
rejeicao destas células.

Nossos estudos mostraram que o grupo MA apresentou resposta inflamatéria
em menor extensdo comparada ao DMEM e TP, porém mais estudos séao
necessarios para melhor caracterizar a resposta inflamatéria neste modelo.

A lesao nervosa também é seguida de mudancas profundas na reorganizacao
funcional do cortex somatosensorial, principalmente por causa do mau
direcionamento dos axbénios regenerados. A area de representacao cortical que
corresponde ao segmento danificado sofre um “siléncio”, e areas adjacentes se
expandem e ocupam a regido primaria envolvida na lesdo. Inicialmente a zona
comprometida ndo apresenta sensacdes e nao ha impulso sensorial na area. Assim,
areas da pele da mao, por exemplo, ndo serdo re-inervadas pelos mesmos axénios
originais, podendo ter a sua re-inervagdo de axénios de outras partes da méo. Isso
resulta em mudancas significativas da organizagcdo na regido do cértex que
representa o local do dano (LUNDBORG & ROSEN, 2007). Um componente
importante, portanto, deve ser a reabiltacdo com foco no processo de
reaprendizagem que é requerido para aprender a nova “linguagem” da regido que
sofreu lesdo, através de programas de re-educacao sensorial e motora.

As lesbes nervosas periféricas permanecem ainda como um desafio para
reconstrucdo cirargica. Essas lesdes podem interferir severamente na capacidade
funcional adequada do individuo, e a incapacitacdo adquirida é frequentemente

dramatica, havendo diminuicdo da qualidade de vida, com impacto econémico e
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emocional. Além do prejuizo motor, normalmente ha dor, disestesia e intolerancia ao
frio. As pesquisas tém alcancado muito progresso no entendimento da neurobiologia
relacionada a lesdo nervosa, mas vale ressaltar que esse progresso ainda nao

corresponde necessariamente a uma melhora clinica apés a leséo.
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6. CONCLUSOES

Ao final de nosso estudo, propomos que a associagao entre tubulizacao e
transplante de células mesenquimais adiposas constitui-se em uma nova opcao para
o desenvolvimento de tratamentos para lesdes periféricas. Esta afirmacao esta
baseada nas seguintes conclusées:

A. O tratamento ajuda a manter o tecido integro e bem organizado;

B. Em particular, o P3HB mostrou-se um material biocompativel, que inclusive
reduz a fibrose;

C. MA parece favorecer uma nova vascularizagdo, promovendo uma melhor
nutricdo e dessa maneira facilitando a regeneracgao;

D. MA também gera, aparentemente, um aumento do numero de células de
Schwann, podendo levar a uma melhor remielinizacado e maior producao de
fatores troficos.

Este conjunto de fatores indica que o tratamento associado entre células

mesenquimais derivadas do tecido adiposo e tubo de P3HB, de certa forma cria um

ambiente permissivo para a regeneracao.
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