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RESUMO

Grandes perdas de tecido neural ndo permitem a reparag¢ao
através de anastomose primaria. Nesses casos, a auto-enxertia
de nervo é considerada tratamento de escolha. O tubo sintético
a base de &cido poliglicélico é uma opgéo para enxertia de
nervo. O FK506 é um imunossupressor que aumenta a taxa de
regeneracdo neural “invivo”e “in vitro”. O objetivo deste trabalho
foi comparar, em ratos, o grau de regeneragéo neural, utilizando
analise histologica, contagem do nimero de axénios mielinizados
regenerados e andlise funcional, obtida com a interposi¢éo de
enxerto autdbgeno (grupo A), tubo de acido poliglicélico (grupo
B) e da associagéo do tubo de &cido poliglicélico a administra-
¢éo de FK506 (grupo C) em defeitos de 5 mm no nervo ciético.
Foi observado a formagao de neuroma apenas no grupo A. Os
grupos B e C apresentaram padrdes histolégicos semelhantes.
A avaliag&o quantitativa do nimero de axénios mielinizados re-
generados determinou que: 1) o grupo B apresentou em média
um menor nimero em ralag&o aos demais grupos; 2) ndo houve
diferenca significativa entre o grupo controle A e o grupo C. Na
recuperacado funcional, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os trés grupos, a despeito das diferencas
histolégicas qualitativas e quantitativas verificadas.

Descritores: Nervos periféricos/cirurgia; Regeneracéo nervosa;
Acido poliglicélico/ uso terapéutico; Imunossupressores/uso
terapéutico.

INTRODUGAO

Traumas e ressecgdes tumorais freqiientemente levam a gran-
des perdas de tecido neural, impossibilitando muitas vezes, a
anastomose priméaria. Para esses casos, 0 enxerto de nervo é
considerado tratamento de escolha. Ele guia o crescimento
axonal e une as extremidades do coto distal e proximal, re-
duzindo a tens&o na linha de sutura, fator esse que inibiria a
regeneragdo neural®,

Com a utilizagdo da auto-enxertia, alguns fatores devem ser
considerados: 1) sempre produz morbidade da area doadora;
2) extensas perdas de tecido neural demandam grande quan-
tidade de tecido autdlogo, as vezes insuficiente; 3) a utilizagdo
de materiais sintéticos reduz o tempo de cirurgia®?.

Estudos sobre grandes perdas de tecido neural e a neces-
sidade de pontes conectando as extremidades proximais e
distais foram realizados durante a segunda metade do século
dezenove®™. Alguns autores utilizaram outros materiais para

SUMMARY

Extensive losses of neural tissue preclude the repair performed
by means of primary anastomosis. In those cases, nerve autograft
is considered as the treatment of choice. The synthetic tube
constituted by polyglycoic acid is an option for nerve graft. The
FK506 is an immunosuppressive agent, which increases the
neural regeneration rates in vivo and in vitro. The purpose of this
study was to compare, in rats, the degree of neural regeneration,
by using histological analysis, a count of the number of regener-
ated myelinated axons, and a functional analysis, obtained by
interposing the autogenous graft (group A), polyglycoic acid
tube (group B) and a combination of polyglycoic acid tube with
FK506 (group C) in 5-cm defects of the sciatic nerve. Neuroma
formation was observed only in group A. Groups B and C pre-
sented similar histological patterns. The quantitative analysis of
the number of regenerated myelinated axons has determined
that: 1) group B presented, in average, a lower number when
compared to the other groups; 2) there was no significant dif-
ference between control group A and group C. For functional
recovery, there was no statistically significant change between
the three groups, despite the qualitative and quantitative histo-
logical differences seen.

Keywords: Peripheral nerves / surgery; Nerve regeneration;
Polyglycoic acid/ therapeutic use; Immunosuppressive Agents/
therapeutic use.

substituir o enxerto de nervo, tais como vasos®®, fascia”, tubos
plasticos®, tubos absorviveis, tubos de silicone®, musculo® e
tubos sintéticos!".

O uso do tubo absorvivel de &cido poliglicélico ja foi amplamente
investigado na literatura™ e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativa entre este e o enxerto de nervo na
reparagdo de nervos periféricos!™®,

Muitas substancias tém sido avaliadas no tratamento das lesdes
de nervos periféricos. Entre essas. O FK506 (Tacrolimus), um
antibiodtico isolado em 1984 da bactéria Streptomyces tsuku-
baensis¥. Utilizado em terapia imunesupressora priméaria, é a
droga de escolha como substituto da ciclosporina para imunesu-
pressao!’®. Sua principal vantagem é seu alto potencial imunes-
supressor associado a pequenos efeitos colaterais'®. Em 1994
foi demonstrado que o FK506 também aumentava a regeneracéo
neural “in vivo e “in vitro'®. Nao ha estudos na literatura em
relag&o o uso dos neurotubos associados a essa droga.
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MATERIAL E METODO

Quinze ratos da raga Lewis com 8 semanas, peso entre 200g e
300g foram utilizados. Com técnica microcirurgica, foram criados
defeitos de 5mm de extens&o em nervo cidtico da pata direita.
Os animais foram divididos em 3 grupos de cinco animais. Nos
animais do grupo A (grupo controle), a corre¢céo do defeito
foi realizada através da sutura do segmento de nervo retirado
(auto-enxerto), mantendo a orientagéo original. Nos animais do
grupo B, um segmento de 10mm de tubo de &cido poliglicélico
com 2.3mm de didmetro (Neurotube, manufactured by Neuro-
gen L.L.C., Baltimore/U.S.A.) foi interposto entre os segmentos
seccionados. No grupo C, um segmento de tubo de &cido
poliglicolico com as mesmas caracteristicas dos utilizados no
grupo B associado a injec&o subcutanea de 5mg/kg de FK506

saudaveis, sem infecgéo da ferida cirdrgica ou Ulceras neuro-
distroficas plantares.

Analise Histolégica

A andlise microscopica das laminas do Grupo A (auto-enxerto)
demostrou que 0 enxerto apresentava-se bem delimitado por
epineuro formado por células com perfil fusiforme. Internamente
ao epineuro, apresentava-se grande quantidade de axdnios
mielinizados, com diadmetros variados e distribuidos de forma
homogénea. A reacgéo 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 nos 5
animais. Observaram-se discreta quantidade de agrupamentos
axonais (menor, se comparado aos grupos B e C e sinais de de-
generacdo walleriana

na regido dorsal do pes- .

coco, foi interposto. As Grupo Defeito Tratamento Momento do sacrificio maior, se comparado
doses eram iniciadas A 5 mm Auto-enxerto 6 semanas aos grupos B e C (Fi-
uma hora apoés a leséo (n=5) (controle) guras 8h9 e 1|O)

e realizadas diariamente B 5mm APG 6 semanas Corte~s Isltg.o?jlcos da
até o dia do sacrificio™® _ porgao media do nervo
(Tabelat) (n=9) regenerado (6smio e
Para o p'rocedimento c 5 mm TAPG + FK506 6 semanas azul de toluidina), com
cirdrgico, os animaisfo- =) 6 semanas de pos-ope-

' ratorio.

ram anestesiados com
pentobarbital sédico
(5m/kg) injetados intra-perito-
nealmente. Através de acesso
dorsal da pata direita, 0 nervo
cidtico foi dissecado e 5mm de
segmento de nervo removido
(Figuras 1,2 € 3). No grupo A, o
segmento removido foi suturado
em sua posigdo normal com 4
pontos epineurais separados de
mononylon 10.0 (Figura 4). No
grupo B, o tubo de acido poligli-
colico foi posicionado a 2.5 mm
de cada extremidade, permane-
cendo um defeito neural de 5 mm
(Figuras 5,6 € 7). No grupo C, a
mesma técnica de interposicao
do tubo de &cido poliglicélico no
grupo B foi utilizada e, uma hora

ciatico

Figura 3 - Defeito de 5mm no
nervo ciatico

Tabela 1: Caracterizacao dos grupos experimentais.

Figura 1- Exposicdo do nervo  Figura 2- Realizagéo do defeito

Nos Grupos B (tAPG)

e C (tAPG+FK506), os
achados histologicos foram se-
melhantes. Nos 10 animais, os
tubos tinham aspecto fusiforme,
continham, em seu interior, te-
cido com padrédo de estroma
neural, com grande quantidade
de axo6nios mielizados, de di-
ametros variados, agrupados
em minifasciculos de tamanhos
variados e distribuidos de forma
heterogénea, apresentando teci-
do conjuntivo entre eles. Entre o
tubo e o tecido neural, observou-
se intensa neoangiogénese por
toda a sua circunferéncia, com
vasos sanguineos que penetra-
vam transversalmente a “malha”
do tubo de &cido poliglicdlico.

de 5mm no nervo ciatico

I )
L4

Jp——— .

apos aleséo, o FK506 (5 mg/KQg)

Figura 4 - Grupo A (auto-
Demonstrou-se a presenca de

foi injetado no subcuténeo na regido dorsal do
pescogo; procedimento que foi repetido diaria-
mente até o dia do sacrificio™ (Figura 7).

Os animais receberam &gua e comida ad libi-

5mnI‘7:,_

enxerto)

' ”;j grande quantidade de neoangiogénese no

) %w"— interior do nervo regenerado, fato este ndo
" E encontrado no Grupo A (auto-enxerto).

Os Grupos B (tAPG) e C (tAPG+FK506) se di-

tum e sacrificados 6 semanas apos a cirurgia
pararealizar andlise histolégica e contagem do
numero de axdnios mielinizados regenerados. A

[..lcm....]

ferenciavam por haver menor neoangiogénese
entre o tubo e o nervo regenerado no Grupo
C (tAPG+FK506) em relacédo ao Grupos B

avaliagéo da recuperagao funcional foi realiza-
da através datécnica que analisa a impresséo
das patas posteriores durante
uma caminhada (“walking track
analysis) no pré e pos-operatério,
na terceira semana e no momen-
to do sacrificio (6 semanas).

RESULTADOS

Durante as 6 semanas do estudo,
todos 0s animais se mantiveram

Figura 6- Tubo de &cido
poliglicélico
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Figura 5- Interposic&o do tubo de
acido poliglicélico

(tAPG). Afibrose reacional ao redor dos tubos
foi menor, se comparada com a do Grupo A
(auto-enxerto). Nao foi detectado
escape de fibras regenera-
das para fora do tubo. (Figuras
11,12,13,14,15 e 16).

Nao houve diferenca de didmetro
nas fibras e no grau de mieliniza-
¢ao apresentado pelos Grupos

A (auto-enxerto), B (tAPG) e C
(tAPG+FK506).

Figura 7 - Grupos B (tAPG) e
Grupo C (tAPG + FK506)
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CONTAGEM DO NUMERO
DE AXONIOS MIELINIZADOS
REGENERADOS

A média do nimero de axdnios
mielinizados regenerados, des-
vio e erro padr&o de cada grupo
séo representados no Gréfico 1
(média e erro padrio).

No grupo A foi contado em média
7,225.6+617.5 de axonios mielini-
zados regenerados. Nos grupos
B e C foi observado em média
4,225.2+376.8 e 6,459.8+630.9
de axbnios mielinizados regene-
rados, respectivamente. Andlise
de variancia seguido por multi-
plas comparagdes pelo método
de Tukey (p < 0.05), foi utilizada
para avaliagcdo dos dados. N&do
foram observadas diferencas es-
tatisticamente significativas entre
os grupos A e C em relagdo ao
ndmero de axdnios regenerados
apods 6 semanas de secgéo dos
nervos. O grupo B apresentou,
em média, um nimero de axénios
mielinizados regenerados maior
e estatisticamente significativo
se comparados aos grupos A e
C.Esses dados sdo sumarizados
na Tabela 2.

Figura 8 - Grupo A (auto-enxerto):
axonios do estroma neural no auto-
enxerto (200X).

Vo (T
Figura 10 - Grupo A (auto-
enxerto): escape de fibras
regeneradas para fora dos limites
do epineuro do auto-enxerto

(200X).

Figura 12 - Grupo B (tAPG):
grande quantidade de axénios
mielizados, de didametros
variados, agrupados em
minifasciculos de tamanhos
variados (200X)

ESTUDO FUNCIONAL

AFigura 17 mostra o aspecto das
pegadas dos ratos no pré e no
pos-operatorio dos 4 grupos.

Os IFC observados no pré-ope-
ratério foram: no Grupo A, em
média de -8,002+5,26; no Grupo
B de -5,928+13,144; no Grupo C
de -6,489+7,011. A anélise esta-
tistica pelo método de Kruskal-
Wallis, com nivel de significancia
(p<0,05), ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa
entre 0os quatro grupos em re-
lacdo ao indice de fungéo ciatica (IFC) no pré-
operatorio.

Os valores médios dos IFC (indice de fungéo cia-
tica), no pés-operatério (imediato, 3 e 6 semanas),
calculados para cada grupo estéo apresentados

Figura 14 - Grupo C
(tAPG+FK506): tubo de aspecto
fusiforme contendo em seu
interior tecido com padréo de

estroma neural (50X).

KRRl b et o

(tAPG) -44,658%2,870; Grupo
C (tAPG+FK506) -53,811+3,648
e no Grupo D (tAPG+enxerto)
-50,298+1,585.

Utilizando-se os dados apresen-
tados pelos grupos em relagéo ao

IFC do pos-operatério e subme-
tendo-os a andlise estatistica pelo
método de varidncia com medida
repetida (tempo) e um fator (trata-
mento), seguida de comparac¢des
multiplas pelo método de Tukey e
nivel de significancia de (p<0,05),
demonstrou-se uma variagéo
do IFC em relagdo ao tempo de
po6s-operatério como é descrito
a seguir.

No periodo pés-operatoério ime-
diato, n&o houve diferenca esta-
tisticamente significativa entre os
quatro grupos analisados.

Com 3 semanas de pés-operato-
rio, houve diferenca estatistica-
mente significativa entre o Grupo
B (tAPG) e os demais grupos
(Grupo A (auto-enxerto) e Grupo
C (tAPG+FK506). Nao houve
diferenga significativa entre os
grupos A e C. Esses dados estao
sumarizados na Tabela 4.

No periodo pobs-operatédrio de 6
semanas, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os
quatro grupos analisados.

Figura 9 - Grupo A (auto-
enxerto): grande quantidade
de axénios mielinizados no
auto-enxerto,com didmetros
variados e distribuidos de forma
homogénea(400X).

Figura 11 - Grupo B (tAPG):
tubo de aspecto fusiforme,
contendo em seu interior
tecido com padrao de
estroma neural (50X).

Figura 13 - Grupo B
(tAPG): ax6nios mielizados,
agrupados em minifasciculos
(400X).

DISCUSSAO

Nos casos de les&o de nervos
periféricos com perda tecidual,
onde a extensdo do defeito im-
pede a sutura primaria, 0 melhor
método para reparo parece ser o
auto-enxerto®29), Alguns fatores,
a sequir, relativos a esse tema
s&o relevantes: 1. a necessidade
da retirada de tecido autélogo,
sempre produz morbidade da
drea doadora; 2. grandes lesdes necessitam
da retirada de extensa quantidade de tecido
autégeno, algumas vezes n&o disponiveis; 3
0 uso de materiais artificiais dispensa tempo
| necessério para retirada do auto-enxerto®@; 4.

Figura 15 - Grupo C
(tAPG +FK506): axénios
mielizados, agrupados em
minifasciculos de tamanhos

variados (400X).

na Tabela 3 (média e erro padréo).

Os IFC do poés-operatério imediato foram,
respectivamente, em média: Grupo A (auto-en-
xerto) -83,149+4,236; Grupo B (tAPG) -73,378
+1,109; Grupo C (tAPG+FK506) -81,05046,002 € no Grupo D
(tAPG+enxerto) -77,891+1,379.

Os IFC do pos-operatério de 3 semanas foram, respectivamen-
te, em média: Grupo A (auto-enxerto) -71,017+6,240; Grupo B
(tAPG) -53,139+4,681; Grupo C (tAPG+FK506) -72,598+7,665
e no Grupo D (tAPG+enxerto) -69,486+0,810.

Os IFC do pos-operatério de 6 semanas foram, respectivamen-
te, em média: Grupo A (auto-enxerto) --51,052+4,994; Grupo B
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Figura 16 - Grupo C
(tAPG+FK506): transigao entre
o tubo e o tecido neural (200X).

0s resultados obtidos com o auto-enxerto ndo
sd0 inteiramente satisfatérios®.

A interposic&o de condutores tubulares como
uma ponte entre os cotos de um nervo lesado
tem apresentado resultados experimentais e clinicos encoraja-
dores. Para corregdo de pequenos defeitos, onde a distancia
do nervo n&o é suficiente para permitir a atragdo quimiotatica e
quimiotréfica exercida pelo coto distal na regido do crescimento
axonal, os resultados obtidos sdo comparaveis aos dos auto-
enxertos912132% Recentes estudos vém demonstrando o tubo
de &cido poligicélico como uma alternativa para o enxerto de
nervo(122429 Os tubos sintéticos de material absorvivel mostraram
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melhores resultados quando compa-
rados aos ndo absorviveis®2), Os
materiais absorviveis provocam pouca
reagéo fibrética e sua absor¢gédo ndo

. . o 2000 -
impede o crescimento do didmetro do w 8000 -
(=]
nervo®®), em contraste com que ocorre § 7000
com os de materiais ndo absorviveis. < 6000~
A . . "] 5000 -
O uso de substancias associadas a T 4000
cémaras de tubulizagdo mostra um FEJ 3000
importante papel no desenvolvimento 2 20004
1000 -

de melhores resultados funcionais ap6s
leséo de nervo periférico. O FK506 é
um novo imunesupressor®?® de 10 a

AUTO-
ENXERTO

tAPG tAPG+FK506

100 vezes mais potente que a ciclospo-
rina®. Ele apresenta efeitos colaterais
menores!™® e estd sendo utilizado com
sucesso nos transplantes de cora-

Gréfico 1- Numero de axénios mielinizados
regenerados em relagédo ao tipo de tratamento

C, apesar dessa complicacéo ter sido
descrita®1?,

No grupo A foi observado fibras fora
dos limites do epineuro e formagéo de
neuromas ao longo das linhas de sutura.
Essas altera¢des ja foram mencionadas
por outros autores®3®. Nao foram obser-
vadas fibras fora dos limites do epineuro
nos grupos que utilizaram tubos.

Em relag&o aos aspectos histolégicos,
os grupos B e C apresentaram padroes
similares. E de conhecimento que o
FK506 aumenta a taxa de regeneracao
axonall’”.193537  Sua administracao
durante diferentes periodos proporcio-
nalmente aumenta o numero de fibras

G&o, rim e figado('®%03Y. Algumas
explicagbes foram sugeridas por

bioguimicos para o entendimento
do processo de regeneragéo e

crescimento de neurdnios com o
FK506. Esse antibibtico produz

um efeito imunesupressor, inibin-

empregado Gy - X
mielinizadas('®37:%) axdnios mais
. AL extensos(19:37), f|bras mais lon-
d
Namero € Axonios gas®) e penodo mais avangado
auto-enxerto (A) = tAPG + FK506 (C) d€ maturagao!"*" %, Teorias
que pretendem explicar estas
auto-enxerto (A) # tAPG (B) propriedades concentram-se em
um menor numero de destruigdo
tAPG(B) = tAPG + FK506 (C)

dos brotos regenerativos® e no

do a atividade da calcineurina

aumento do processo de mie-

(apresenta um importante papel
na regulagéo da proliferagdo das
células T). Além disso, o FK506 se
liga aimunofilina FKBP-12 aumen-

7’—' denota diferenga estatisticamente significativa

Tabela 2- Anélise de varidncia com um fator (tratamento),
seguida de comparagées multiplas pelo método de Tukey e
com nivel de significdncia (p < 0.05) do nimero de axénios

mielinizados regenerados.

tando a fosforilagéo do “Gap-43”
(proteina associada de crescimen-
to 43), ativando-a. O “Gap-43" tem
papel relevante no processo de
alongamento axonal™®. Portanto,
0 FK506 poderia acelerar a re-
generagdo axonal através de um
efeito direto sobre o crescimento
dos brotos axonais.

No grupo A, 0 uso de auto-enxerto
€ considerado tratamento de es-

Grupo A Grupo B Grupo C
auenxerto tAPG tAPG + FK506
PRE POS PRE POS PRE pos
. .l i
! . * =3 '
! #
Ml L

o 43 9??

colha para reparagéo de defeitos
neurais com perda tecidual®@3?.

Figura 17- Aspecto das pegadas dos ratos no pré e pds-
operatdrio dos 3 grupos.

linizacdo, levando a formacéo
de fibras mais grossas e maior
velocidade em direg&o aos 6r-
gaos-alvo®”%),

Apesar das propriedades do
FK506 relacionadas a regenera-
¢ao neural descritas na literatura,
nao foi observado uma grande
diferenga entre os grupos B e C.
A variagdo do didmetro da fibra,
distribuicao em minifasciculos de
varios tamanhos localizados de
maneira heterogénea, neoangio-
génese, grau de degeneracéo
Walleriana, auséncia de escape,
reacdo cicatricial, quantidade
de agrupamentos axonais, se

No grupo B, o
tubo de acido

IFC POS-OPERATORIO

compotaram
de maneira si-

poliglicolico milar em rela-
ja foi utilizado TRATAMENTO | IMEDIATO | 3 semanas | 6 semanas | EP -IMED | EP - 3s EP - 6s c&0 a presen-
como alternati- Auto-enxerto -83,149 -71,015 -51,052 4,236 6,240 4,994 ca dos axbnios
vaparaenxero . “papg 73,378 | -53,139 | -44,658 1,109 4,681 2,870  Mielinizados. A
de nervo em pri- diferencaentre
matas quando a tAPG+FK506 -81,050 72,598 -53,811 6,002 7,665 3,648 0s grupos B e

perda tecidual
€ inferior a 30
mm(12242533 NO

Tabela 3- IFC do p6s-operatério (imediato, 3 e 6 semanas) de acordo com o tipo

de tratamento empregado.

C foi um menor
grau de neo-
angiogénese

?rypo C, Qtubo TAPG < auto-enxerto entre o tubo e
oi associado com uma 0 nervo regenerado no
droga que aumenta o cres- tAPG - tAPG + FK506 grupo C.

cimento neural73% O  auto-enxerto = tAPG + FK506 A me¢dia do numero de
desenvolvimento de neuro- axénios mielinizados re-

ma foi observado apenas
nos rato submetidos aos
auto-enxertos®®. Nao fo-
ram observados o colapso
dos tubos nos grupos B e
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= denota diferenga estatisticamente significativa, demonstrando um IFC melhor no grupo B

Tabela 4- Anélise estatistica do IFC do pds-operatério de 3 semanas, pelo
método de varidncia com medida repetida (tempo) e um fator (tratamento)
seguida de comparagées multiplas pelo método de Tukey e nivel de

significancia de (p<0,05).

generados do grupo B foi
amenor. A associagéo do
FK506 ao tubo de &cido
poliglicélico aumentou a
média do nimero de ax6-
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nios mielinizados regenerados, mas ndo apresentou diferenga
estatisticamente significativa em relag&o ao grupo controle.
Esse potencial de aumentar a média do nimero de axénios
regenerados corrobora com os achados da literatura®”-%8),

Em relagdo a avaliag&o funcional, ndo houve diferengas entre o
pos-operatodrio imediato e 0 pds-operatodrio tardio. No entanto,
no periodo de 3 semanas, a média do IFC do grupo B foi a
melhor se comparada com os outros grupos e ndo houve di-
ferenca entre os grupos A e C. A diferenga entre os achados
funcionais e a contagem de axdnios pode ser explicada pela
importancia da precisdo das conecgdes restabelecidas dos
axoénios regenerados com os 6rgaos-alvo e ndo ao numero total
de fibras verificadas®“®4". As perspectivas sdo de fato muito
boas para pesquisas futuras com os neurotubos, consideran-
do materiais mais adequados e mais baratos para ser usado
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