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RESUMO

Introducao: A auto-enxertia de nervo é considerada tratamento de
escolha nas grandes perdas de tecido neural que ndo permitam a
reparagdo através de anastomose primaria. Nesses casos, o tubo
sintético a base de &cido poliglicolico € uma alternativa para enxertia
de nervo. Por outro lado, muitos estudos tém enfatizado a importan-
cia dos fatores neurotréficos na regeneracéo neural: o monossialo-
tetraesosilgangliosideo (GM1), um dos principais glicoesfingolipides
do tecido nervoso de mamiferos, é tido como potencializador dos
efeitos desses fatores. Objetivo: Comparar, em ratos, o grau de
regeneragao neural, utilizando analise histologica, contagem do
nUmero de axdnios mielinizados regenerados e anélise funcional
com a utilizagao do neurotubo e do GM1. Métodos: Essa avaliagéo
foi obtida com a interposicao de enxerto autégeno (grupo A), tubo
de &cido poliglicélico (grupo B) e da associagdo do tubo de &cido
poliglicolico a administracdo de GM1 (grupo C) em defeitos de 5
mm no nervo ciatico. Resultados: Foi observada formacao de neu-
roma apenas no grupo A. Os grupos A e C apresentaram padroes
histolégicos semelhantes, exceto que os axdnios regenerados do
grupo C apresentavam-se mais organizados e mielinizados que o
grupo A. Conclusao: Na recuperacao funcional, nao houve diferen-
ca estatisticamente significativa entre os trés grupos, a despeito das
diferengas histolégicas qualitativas e quantitativas verificadas.

Descritores: Nervos periféricos/cirurgia. Regeneragéo nervosa. Acido
poliglicdlico/ uso terapéutico. Imunossupressores/uso terapéutico.
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INTRODUCAO

Traumas e ressecgoes tumorais resultam frequentemente em grandes
perdas de tecido neural periférico, impedindo a reparagao através de
anastomose primaria. Nesses casos, a auto-enxertia de nervo tem
sido o método de reparo mais empregado e, a despeito de um trata-
mento cirdrgico adequado, déficits funcionais sao observados.’

A interposicao de condutores tubulares como ponte entre os cotos
do nervo seccionado apresenta-se como uma técnica alternativa
que oferece vantagens: proporciona melhor confinamento das fibras
em regeneragao, reducao da reagao inflamatéria e da formacéo de
tecido cicatricial no local de reparo; além disso, evita as sequelas
associadas a utilizagao de material autbgeno."

Estudos recentes estabeleceram o tubo sintético a base de acido

ABSTRACT

Introduction: Nerve allografting is regarded as a treatment of choice
in large neural tissue losses preventing repair by primary anas-
tomosis. In these cases, a synthetic polyglycolic acid tube is an
alternative for nerve grafting. On the other hand, several studies
have emphasized the importance of neurotrophic factors on neu-
ral regeneration, including substances with potential to optimize
neural regeneration, especially the GM1, an neurotrophic enhan-
cer factor. Objective: to compare, in rats, the neural regeneration
degree using histological analysis, regenerated myelinized axons
count, and functional analysis with the use of neurotube and GM1.
Methods: This assessment was performed by interposing allograft
(group A), polyglycolic acid tube (group B) and polyglycolic acid
tube associated to GM1 (group C) on 5-mm sciatic nerve defects.
Results: Neuroma formation was found only on group A. Groups
A and C showed similar histological patterns, except for the rege-
nerated axons on group C, which were shown to be better orga-
nized and myelinized than in group A. Conclusion: on functional
recovery, no statistically significant difference was found for the
three groups, despite of qualitative and quantitative histological
differences found.
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poliglicélico (tAPG), como opgao para enxertia de nervo. Por ou-
tro lado, muitos estudos tém enfatizado a importancia dos fatores
neurotréficos na regeneragao neural: 0 monossialotetraesosilgan-
gliosideo (GM1), um dos principais glicoesfingolipides do tecido
nervoso de mamiferos, é tido como potencializador dos efeitos
desses fatores.? No entanto, pouco tem sido estudado sobre os
efeitos da administragao local de GM1 na regeneracao de nervos
periféricos, nem tampouco existe relato da utilizagdo dessa subs-
tancia associada a prétese neural absorvivel na literatura.

O objetivo deste trabalho &, através de analise histoldgica e funcio-
nal, comparar o grau de regeneragao neural obtido com a interpo-
sicdo de enxerto autdlogo, de tAPG e de tAPG com GM1, para a
correcao de defeitos em nervos ciaticos de ratos.
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MATERIAL E METODO

Quinze ratos isogénicos da raga Lewis com 8 semanas, peso entre
200g e 300g foram utilizados. Com técnica microcirdrgica, foram
criados defeitos de 5mm de extensdo em nervo ciatico da pata
direita. Os animais foram divididos em 3 grupos de cinco animais
de acordo com o tratamento empregado.

Para o procedimento cirdrgico, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (5m/kg) injetados intra-peritonealmente. Atra-
vés de acesso dorsal da pata direita, o nervo ciatico foi dissecado
e bmm de segmento de nervo removido. (Figura 1)

No grupo A, o segmento removido foi suturado em sua posigcao
normal com 4 pontos epineurais separados de mononylon 10.0.
(Figura 2)

Figura 1 - Ressecgédo do nervo ciatico

Figura 2 - Grupo A: auto-enxerto

No grupo B, o tubo foi ancorado em sua posigao através de 1
ponto em “U”, passado em cada extremidade da seguinte maneira:
de fora para dentro no tubo, atravessando o epineuro no coto do
nervo e voltando ao tubo de dentro para fora, de modo a se deixar
cerca de 2,5 mm de extensao do coto inserido. (Figuras 5, 6, 7 e
8) Apds uma das extremidades do tubo ser fixada com o ponto, o
tubo foi preenchido com solugao salina heparinizada (10 unidades
por cc). A segunda extremidade foi fixada com a mesma técnica e
novamente preenchida com a solugéo heparinizada (10 unidades
por cc). (Figuras 3 e 4)

No grupo C, foi interposto um segmento de tubo com as mesmas
caracteristicas associadas a uma solugéo de GM1 (Sygen*, distri-
buido pela TRB PARMA- BRASIL) a uma concentragao final de 100
mg/ml por tubo injetadas no interior do tubo e vedadas com gel de
vaselina. (Figuras 5 e 6)
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Figura 3 - Grupo B: desenho esquemadtico tAPG

Figura 4 - Grupo B: tAPG

Figura 6 - Grupo C: vedagao com gel de vaselina

Os animais receberam agua e comida ad libitum e sacrificados 6 se-
manas apos a cirurgia para realizar analise histologica e contagem
do nimero de axénios mielinizados regenerados. A avaliacéo da
recuperacao funcional foi realizada através da técnica que analisa a
impressao das patas posteriores durante uma caminhada (“walking
track analysis) no pré e pos-operatério, na terceira semana e no
momento do sacrificio (6 semanas).
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RESULTADOS

Durante as seis semanas do estudo, todos os animais mantiveram-
se saudaveis, ndo sendo observadas infecgdo da ferida cirdrgica,
nem Ulceras plantares neuro-distréficas.

No momento do sacrificio, o Grupo A (auto-enxerto), sob andlise
macroscépica, demonstrava que os enxertos examinados estavam
intactos, com pequenos neuromas ao nivel das linhas de sutura.
Nos Grupos B (tAPG) e C (tAPG + GM1), observou-se a presenca
de uma fina camada de tecido fibroso envolvendo externamente
os tubos, que se mostraram praticamente intactos, ainda numa
fase inicial do processo de reabsorgao. Nao foram observados
neuromas nestes grupos.

HISTOLOGIA QUALITATIVA

Grupo A (controle, auto-enxerto): a analise microscépica das la-
minas mostrou a presenca de grande quantidade de fibras com
didmetros variaveis, razoavelmente mielinizadas, dispersas por todo
estroma neural, por vezes agrupadas em pequenos fasciculos. A
reacao tecidual em volta do enxerto foi maior se comparada com
a dos demais grupos. Foi detectado escape de fibras regeneradas
para fora dos limites do epineuro em 3 animais. (Figuras 7 e 8)

.. - : -_.?

Figura 8 - Grupo A: auto-enxerto- éscape (100X)

Grupo B (tAPG): presenca de delgado cordéao de tecido conjuntivo
frouxo, com padréo de estroma neural, com necangiogénese satisfa-
toria, porém, com menor niimero de fibras dispersas e pouco mielini-
zadas de didmetro menor. (Figuras 9 e 10) Foi detectada a presenca
de vérias células gigantes multinucleadas, com pedacos de tubo no
citoplasma indicando inicio do processo de reabsorgao. A reagéo de
fibrose ao redor dos tubos foi claramente menor se comparada com
a do Grupo A (auto-enxerto). Nao foram observados escapes.

Grupo C (tAPG + GM1): no interior dos tubos, fibroblastos dispostos
concentricamente na periferia delimitavam uma area de tecido con-
juntivo frouxo tomando quase todo o espago intra-luminal, com o pro-
cesso de neoangiogénese mais intenso que nos grupos anteriores.
Numa porgdo mais central desse estroma néo-formado, notava-se a
concentragao de um bom numero de fibras nervosas de médio cali-

Figura 10 - Grupo B: fibras mielinizadas do tubo de didmetro menor (100X)

bre, medianamente mielinizadas, arranjadas em um padréao fascicular.
De um modo geral, a area ocupada pelas fibras regeneradas nesse
grupo foi menor que aquela visualizada no grupo controle, maior que
no grupo B (tAPG), porém, com maior concentragcéo de fibras no
espaco e maior grau de mielinizagéo. (Figuras 11 e 12) Foi observada

4 .?:‘ A

padréo faz-quantidade cicular (400X)

Figura 11 - Gupo C: tAPG+ GM1:
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uma delgada camada de tecido fibroso envolvendo os tubos, menor
se comparada a do grupo A (auto-enxerto) e semelhante ao grupo B.
N&o foram observados escapes de fibras para fora do tubo.

ESTUDOS FUNCIONAIS

A figura 13 mostra o aspecto das pegadas dos ratos no pré e pés-
operatério dos 3 grupos.

Os valores médios dos IFC (indice de funcéo ciatica) calculados
para cada grupo estdo na Figura 14.

O valor médio do indice de fungéo ciatica para cada grupo no pré-

pré-operatorio

média + — erro-padrdo para IFC
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Figura 14 - [FC médio calculado para cada grupo

operatorio foi: Grupo A (auto-enxerto) -8.4 +/— 4.38, Grupo B (tAPG)
6.34 +/— 7 e Grupo C (tAPG+GM1) -9.47 +/— 6.34. Nao se observou
diferenca significativa entre os grupos.

Em relagé@o ao valor médio do indice de fungao cidtica para cada
grupo no pos-operatorio, detectou-se: Grupo A (auto-enxerto) -82.12
+/-9.77, Grupo B (tAPG) -75.19 +/- 8.07 e Grupo C (tAPG+GM1)
-74.71 +/- 11.19.

As médias da variagdo do indice de fungao ciatica apds 6 semanas
da cirurgia estdo sumarizadas na Figura 15.

Na analise estatistica (Teste de Kruskall- Wallis, com p<0,05), em
média, ndo foi detectada diferenca significativa (p<0,05) entre os
3 grupos em relagdo aos valores de IFC apresentados no pés-
operatério, se comparados aos valores basais normais do pré-
operatério.(Figura 15)

DISCUSSAO

Nos casos de lesdes de nervos periféricos com perda de substan-
cia, onde a extensao do defeito impede a reaproximacéao direta dos
cotos, o melhor método de reparo parece ser a auto-enxertia.’

No entanto, existem fatores que nos levam a procurar um novo tipo
de condutor para o crescimento axonal: 1. a retirada de material
autélogo para enxertia sempre produz morbidade da &rea doadora;

al
% p!

l 4
) : \'Al \ 4
&£ |
o ¥ g
B L
& ¢
PRE POS E?

D o e o e e e e o e e e e
O 60facenen R . e e AR
o
o
g 1 R S e
k=3
o
by - 3
[-J T VPRSPPI (R asssssssssssnsarfeannssacananaas
% ——
1 —_—
L -7 P S o = e —
2
o
@ ————
E B0f.cccuncicccncasciscasassassansnsassianasssssnsansisssnannssssana
-85
[ - i :
controle tubo tubo + GM1

Figura 15 - Médias da variacdo do IFC apos 6 semanas

2. grandes defeitos demandam a retirada de extensas porgoes
de tecido autégeno; 3. a utilizagdo de materiais artificiais poupa o
tempo da retirada de material autélogo."?

A interposicao de condutores tubulares como ponte entre os cotos
do nervo seccionado, tem apresentado resultados experimentais
e clinicos animadores. Na corregdo de pequenos defeitos, onde
a distancia entre os cotos ndo é grande o suficiente a ponto de
atrapalhar a atragao quimiotatica e quimiotrofica exercida pelo coto
distal sobre o cone de crescimento axonal, os resultados sao com-
paraveis aos obtidos com autoenxertos.'”

A técnica de tubulizagéo oferece ainda vantagens tecricas adicionais
sobre os métodos tradicionais de enxertia: proporciona boa coapta-
¢ao dos dois cotos, com menor trauma de manipulacao; possibilita
melhor confinamento das fibras em crescimento dentro do tubo, iso-
lando o local de reparo da reacéo inflamatéria circundante; orienta
o crescimento das fibras em diregao ao coto distal, possibilitando
a concentragdo de fatores neurotréficos locais; reduz a formagao
de neuromas e o0 escape de fibras para fora do condutor; permite a
veiculagdo de substancias potencializadoras da regeneragéo.>8
Muitos materiais tém sido utilizados para elaboragao dos tubos,
podendo ser absorviveis® ou nao absorviveis.

Varios estudos recentes estabeleceram o acido poliglicélico (APG),
na qualidade de material artificial absorvivel de uso clinico, como
alternativa para enxertia de nervo.” Os tubos sintéticos compos-
tos de materiais absorviveis tém mostrado melhores resultados
funcionais tardios, quando em comparac¢ao aos tubos de material
n&o absorvivel.! Uma vez que sdo bio-toleraveis, despertam menor
reacgao de fibrose e, apds sua reabsorgéo, nao impedem que o
nervo em regeneracao cresga em didmetro!, ao contrério do que
ocorre com os condutores ndo-absorviveis.

O sucesso do processo de reparacao de um nervo periférico sec-
cionado também depende da existéncia de um “micro-ambiente”
propicio a regeneragéo.® Esse substrato neural fundamental esta
presente localmente no momento da lesdo do nervo e é composto
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Figura 13 - Aspecto das pegadas dos ratos no pré e pds- operatorio dos 3 grupos.
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de fatores tais como células de Schwann, fibroblastos perineurais'®,
componentes da matriz extra-celular (laminina, fibronectina, molé-
culas de ades&o)"'" e moléculas produzidas pelas extremidades do
nervo seccionado estimuladoras da regeneracgao’? , os chamados
fatores neurotroficos.

O monossialogangliosideo GM1 € um dos principais glicoesfingo-
lipides do tecido nervoso de mamiferos, constituindo a maior sub-
classe de gangliosideos cerebrais com efeitos sobre 0s processos
de diferenciacao e reparo neural, atuando sobre o brotamento e
crescimento de neuritos in vivo e in vitro.'* 18

O GM1 administrado exogenamente € incorporado as membranas
neuronais e teria uma agao potencializadora sobre os fatores neuro-
tréficos.'®'® Estudos recentes tém demonstrado sua eficacia no auxi-
lio da recuperagéo funcional em casos de neuropatia periférica diabé-
tica, AVC e trauma raquimedular agudo em homens e animais.'*'8
Estudos anteriores mostraram evidéncias de que a administragao
local de gangliosideos no local de reparo da lesao de nervo perifé-
rico produz um aumento do nimero de fibras mielinizadas regene-
radas.'*'® Sua acao se daria preferencialmente sobre a regeneragao
de fibras motoras, uma vez que tem sido demonstrado que o GM1
responde por cerca de 15% de todos os gangliosideos na mielina
de nervo motor, em contraste com responder por menos de 5% da
mielina em nervos sensitivos. 18

O rato, como animal do modelo experimental, é frequentemente
utilizado na literatura''®, sendo considerado classico no estudo
de nervos periféricos. Além deste fato, permite a andlise da recu-
peracao funcional de nervo ciatico lesado, realizada através do
“‘walking track”, metodologia estabelecida por De Medinaccelli e
modificada por Bain et al.'®, através do padrao da impressao das
pegadas destes animais.

O nervo ciatico foi utilizado para se criar o modelo de lesao de
nervo periférico uma vez que pode ser analisado seu padrao de
recuperagao funcional', fato este importante para se comparar a
melhor técnica quando se repara defeito de tecido neural.

A técnica cirlrgica utilizada para a abordagem do nervo ciético,
auto-enxertia e colocagao do tubo de cido poliglicolico é a mesma
utilizada por diversos autores na literatura®®, assim como o padréo
do tamanho do “gap” utilizado.?

A técnica de preparo dos cortes histologicos que utiliza fixagao
com tetroxido de ésmio e coloragédo com azul de toluidina é a que
melhor preserva a bainha de mielina, sendo de uso consagrado
para estudo dos nervos periféricos. "

Em termos macroscépicos, a formagéo de neuroma foi observada
apenas nos ratos submetidos a auto-enxertia. Este dado também
foi observado em estudo anterior na literatura.?
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A andlise das laminas demonstrou que a regeneragéo neural apresen-
tou padrdes diferentes entre os grupos. Com relagdo a organizacao
fascicular, os axénios do grupo C (tAPG+GMT1), encontrados em
menor nimero, porém, mais calibrosos, mostraram-se uniformemente
mais agrupados que os do grupo A (auto-enxerto). Foi observado tam-
bém um maior grau de mielinizagao das fibras do grupo C. Esta ten-
déncia de maior agrupamento das fibras dentro de tubos de APG com
GM1 também foi observada no trabalho de Keeley et al.®, no entanto,
nesse estudo os tubos eram preenchidos apenas com plasma.

A reacéo tecidual e a deposicao de tecido fibroso observadas no
grupo com auto-enxerto foi considerada maior nos outros grupos.
Na literatura ndo se encontram dados comparando a reagao teci-
dual associada a tubos de APG e auto-enxertos.

Nos auto-enxertos foram visualizadas a presenga de fibras fora dos
limites do epineuro e a formagao de neuromas nas linhas de sutura.
Essas alteragOes sao relatadas em outros estudos.® N&o foram
observados escapes de fibras nos grupos com tubos.

Em relacéo a avaliagao da recuperagéo funcional, realizada através
da técnica de analise dos “walking track”, ndo foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas (Teste de Kruskall- Wallis,
com p<0,05) entre os resultados obtidos nos 3 grupos. Atualmente
muitos autores tém destacado a maior importancia da precisao das
conexdes restabelecidas pelos axénios regenerados no érgao-alvo,
se comparada ao numero total de fibras em relagéo a recuperagéo
funcional.'® Desta forma, as caracteristicas histolégicas proporcio-
nam um quadro confiavel das condigdes troficas do nervo rege-
nerado, mas ndo se correlacionam com 0 grau de recuperagao
funcional.'® Em concordancia, o grau de recuperacao funcional
obtido com os tAPG e os tAPG com GM1 n&o foi significativamente
diferente do obtido com auto-enxerto, a despeito dos diferentes
padroes histolégicos verificados nos 3 grupos.

CONCLUSOES

1. Os grupos apresentaram padrées histoldgicos diferentes. O que
utilizou a auto-exertia (controle) apresentou uma maior reacao
tecidual se comparada aos demais, além da presenca de escape
de fibras, fendbmeno nao observado nos outros grupos. A area
ocupada pelas fibras regeneradas do grupo C (tAPG+GM1) foi
menor que a do controle, maior que a do grupo B (tAPG), porém,
com uma maior concentracao de fibras no espago e maior grau
de mielinizagao.

2. Os grupos néo apresentaram diferengas significativas quanto a
recuperacao funcional.
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