Artigo Original

ESTUDO DA REGENERACAO DE NERVOS TIBIAIS DE RATOS
WISTAR EM SUTURA PRIMARIA COM “GAP” E SEM “GAP”,
COBERTOS POR SEGMENTOS DE VEIA

Ewerton Bastos dos Santos, Marcela Fernandes, Jodo Baptista Gomes dos Santos, Vilnei Mattioli Leite,

Sandra Gomes Valente, Fldvio Faloppa

RESUMO

Objetivo: O presente estudo comparou, em ratos da raga Wistar,
a regeneracao nervosa nas suturas epineurais com espagamento
de 1,0mm (com “gap”) e sem espagamento (sem “gap”), ambos
cobertos com tubo de veia jugular externa, através da contagem de
motoneurdnios no nivel da medula espinhal entre L3 e S1, marca-
dos por meio de exposicao do nervo tibial ao Fluoro — Gold (FG).
Método: Os nervos tibias de ambos os lados foram seccionados e
foram realizadas suturas epineurais com “gap” e, no lado contra-
lateral, sem “gap” sendo que as suturas foram cobertas com tubo
de veia. Apds quatro meses do procedimento cirdrgico, os nervos
tibias foram expostos ao FG, perfundidos e realizada a contagem
dos motoneur6nios na medula espinhal. Resultados: Para a analise
estatistica foi utilizado o teste de Wilcoxon pareado, onde obtive-
mos um resultado estatisticamente significante entre o nimero de
motoneurdnios do grupo com “gap” em relagdo ao sem “gap” (p=
0,013). Conclusdo: Obtivemos melhores resultados na contagem
de motoneurénios daqueles nervos onde haviam sido realizadas as
suturas primarias sem “gap”, quando comparados com as suturas
com “gap”. Nivel de Evidéncia: Estudo Experimental.

Descritores: Corantes fluorescentes. Regeneracao nervosa. Nervo
tibial. Ratos Wistar. Técnicas de sutura.

ABSTRACT

Objective: This study compared nerve regeneration in Wistar rats,
using epineural neurorrhaphy with a gap of 1.0 mm and without a
gap, both wrapped with jugular vein tubes. Motor neurons in the
spinal cord between L3 and S1 were used for the count, marked
by exposure of the tibial nerve to Fluoro-Gold (FG). METHOD: The
tibial nerves on both sides were cut and sutured, with a gap on
one side and no gap in the other. The sutures were wrapped with
a jugular vein. Four months after surgery the tibial nerves were
exposed to Fluoro-Gold and the motor neuron count performed in
the spinal cord. RESULTS: The results were statistically analyzed
by the paired Wilcoxon test. There was a statistical difference
between the groups with and without gap in relation to the motor
neuron count (p=0.013). CONCLUSION: The epineural neurorra-
phy without gap wrapped with jugular vein showed better results
for nerve regeneration than the same procedure with gap. Level
of Evidence: Experimental Study.

Keywords: Fluorescent dyes. Nerve regeneration. Tibial nerve.
Wistar rats. Suture techniques.
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INTRODUGAO

O tratamento da lesédo de nervos periféricos exige um conheci-
mento detalhado da anatomia e fisiologia dos mesmos e € obti-
do através de experiéncias clinicas e trabalhos experimentais. O
objetivo do reparo de lesdes nervosas é restaurar a sensibilidade
e fungdo muscular normais. A restauragdo da fungao, apés a le-
sdo de um nervo, requer o crescimento dos axénios acometidos
através da distancia entre a leséo e o 6rgéo alvo. Nesta situagao,
quando realizamos trabalhos experimentais com animais (ratos),

encontraremos diferenga no tempo do estudo ja que a regenera-
cao exige distancias relativamente pequenas.

Ha relatos do uso de enxertos arterial e venoso em experimentos
animais, com a vantagem de serem autégenos.' Foi demonstrado,
experimentalmente, que a luz da veia tem capacidade de regenerar
nervo, servindo como conduto para o crescimento axonal. Este
estudo foi realizado através da observagéo clinica e eletrofisiolo-
gica da regeneragéo de nervos ciaticos de rato usando diferentes
modelos de enxerto de veia autbgenos,? concordando com outros
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autores que afirmaram que as veias oferecem substratos biolo-
gicos para regeneragao axonal.® Em trabalhos nacionais houve
demonstracéo da melhora da contagem de motoneurdnios utili-
zando tubos de veia .4®

Vérios pesquisadores tém defendido as suturas com “gaps curtos”
que variaram, na literatura, entre 0,5 a 5,0mm,%° sendo que em um
dos estudos, utilizando leséo e reparo em nervo femoral de ratos
com “gap” de 0,5mm entre os cotos foi observada desorientagao
nos axénios dos motoneurénios nas primeiras duas semanas,
havendo melhora nas semanas seguintes devido a interacéo de
fatores troficos entre os axénios.® Valero—-Cabré et al.'®, quando
compararam técnicas de sutura, utilizando tubos de silicone,
observaram que quando aplicada as suturas com “gap”, ndo ha
melhora do processo de reinervagdo. Visto que na literatura foram
encontrados bons resultados com técnicas utilizando coberturas com
veias,®*® objetivamos neste estudo comparar as suturas com “gap”
e sem “gap” cobertas com veia, através andlise quantitativa da re-
generagao nervosa, pela contagem de motoneurdnios na medula.

OBJETIVOS

Comparar, utilizando contagem de neurdnios marcados com Fluo-
ro-Gold®, os resultados da regeneragéo nervosa dos nervos tibiais
de ratos Wistar, através da neurorrafia término-terminal, com “gap”
e sem “gap” cobertos com enxerto de veia.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimgntais utilizados neste trabalho foram apro-
vados pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/EPM. Todos

B

Figura 1. Via de acesso para retirada da veia jugular externa (A). Nervo tibial seccionado com tubo de veia recolhido no coto proximal (B). Neurorrafia com
“‘gap” de 1,0 mm entre os cotos (C). Aspecto final da neurorrafia com cobertura de veia reparada por dois pontos (D).

os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento do animal,
de acordo com a International Ethical Guidelines."

Foram utilizados 20 ratos da raga Wistar, machos, com peso médio
de 250 g e idade média de oito semanas, mantidos em condi¢bes
controladas com ciclo claro/escuro (12/12 h), temperatura 21+
2°C, com livre acesso a &gua e ragao.

Supondo diferenga de pelo menos 10 motoneurdnios, em média,
entre a sutura com “gap” e a sutura sem “gap”, com confianga
de 95% e poder de amostra de 80%, a amostra necessaria neste
estudo seria de 16 animais ao todo. Esperando uma perda de
animais no decorrer do estudo, foram operados, entao, 20 animais.
Ao final dos experimentos, chegamos a um total de 11 animais,
devido as perdas ao longo das etapas do trabalho.

Cada animal recebeu anestesia intraperitoneal com solugéo anes-
tésica composta por hidrato de cloral (4,25 g), sulfato de magnésio
(2,25 g), propilenoglicol (4,28 ml), &lcool etilico absoluto (11,5 ml),
4gua destilada (45,7 ml) e thionembutal 3%.%5 Com o animal posi-
cionado em decUbito dorsal, utilizando microscépio e instrumental
microcirdrgico, fizemos uma inciséo cervical anterolateral para a
retirada de um segmento de 12 mm de comprimento de veia jugular
externa. (Figura 1A) O animal foi entdo posicionado em decubito
ventral e realizamos uma incisdo postero-lateral em ambas as coxas,
para dissecar o nervo ciatico e suas ramificagoes: sural, peroneiro e
o tibial. Seccionamos ambos 0s nervos tibiais e realizamos a sutura
epineural com “gap” na pata direita e sem “gap” no contralateral,
sendo que o0 segmento de veia cobriu as suturas.? (Figura 1B, C, D)
Apos quatro meses, os animais foram submetidos a nova cirurgia
para exposicao dos nervos tibiais ao marcador neuronal FG.'2
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(Figura 2A) Apds 48 horas, os animais foram anestesiados com
thionembutal (50 mg/Kg, i.p) e sacrificados por perfusao trans-
cardiaca'® com 50 ml de solugdo salina isotonica intracardiaca
para limpeza do sistema vascular, 200 ml de paraformaldeildo 4%,
rapidamente em 10 minutos, 300 ml lentamente, em 20 minutos,
200 ml de tampao sacarose 10% rapidamente em 10 minutos,
300 ml lentamente, em 20 minutos.*® (Figura 2B) Ao término deste
procedimento, com o animal em decuUbito ventral, realizou-se a
laminectomia dorsal e lombar.*® (Figura 3) Apds a exposicéo da
medula espinhal, ressecamos o0 segmento correspondente de L3 a
S1.45 Marcamos, entdo, um sulco na regido dorsal deste segmento
para indicar o lado direito.

As medulas foram seccionadas em cortes de 40 um e montadas
em laminas de vidro. As Iaminas foram examinadas em microscépio
de fluorescéncia Zeiss-Axiolab para evidenciar o FG . (Figura 4) Os
cortes foram examinados em aumentos de 25 a 100 vezes e 0s
neurénios motores marcados foram contados.'® O nlimero de mo-
toneurdnios obtidos foram corrigidos pelo critério de Abercrombie
e Johnson™ para aumento de 40X, visando eliminar a contagem
de um mesmo motoneurénio em secgdes diferentes, pois é pos-
sivel, com esta espessura, que o corpo celular aparega em mais
de um corte seriado.

Figura 2. Marcacéo neuronal com FG do nervo tibial seccionado distal a
neurorrafia (A), Perfusdo intracardiaca do rato com cateter na aorta apds 48
horas da marcagao neuronal (B).
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Figura 3. Laminectomia com exposi¢do da medula espinhal de L3 até S1
e identificagdo das raizes espinhais e segmento medular a ser removido
para analise

Figura 4. Visualizagdo dos motoneurénios corados com Fluoro-Gold® em
microscopio de fluorescéncia em aumento de 40X.

RESULTADOS

Apds a contagem dos motoneurénios na medula dos 11 ratos,
apresentamos seus resultados em valor corrigido pelo critério de
Abercrombie e Johnson.' (Tabela 1, Figura 5)

Tabela 1. Nimero de motoneurénios, corados com Fluoro-Gold® na medula
espinhal de ratos Wistar, corrigido pelo critério de Abercrombie para secgao
de 40um

Ratos Sutura com “GAP” Sutura sem “GAP”
1 233 293
2 228 289
3 223 263
4 489 546
5 226 256
6 359 324
7 178 153
8 310 393
9 510 653
10 169 222
11 259 285

MEDIA 289,4 334,3¢

As suturas sem “gap” apresentam melhores resultados, quando comparadas com as suturas com “gap”
(*p=0,013).
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Figura 5. Representagéo dos nimeros de motoneurénios na medula dos
animais que foram operados com “‘gap” e sem “gap” para 0s 11 ratos.

Foi utilizado o teste de Wilcoxon pareado para comparar o nimero
de motoneurdnios entre 0s grupos sutura com “gap” e sutura sem
“‘gap” dos lados direito e esquerdo, respectivamente, no mesmo
rato. O teste mostrou que o nimero de motoneurénios com “gap”
¢ estatisticamente menor do que o sem “gap” (p= 0,013).

DISCUSSAO

Véarios métodos para reparagéo de nervos periféricos lesados vém
sendo propostos nas Ultimas décadas.

Atubulizacéo, que consiste na introdugao das extremidades distal
e proximal de um nervo dentro de uma estrutura tubular conten-
do ou ndo substancias que promovam a regeneracéo axonal, foi
primeiramente testada com osso descalcificado, entre as duas
extremidades do nervo periférico.'®

O material ideal para a tubulizagéo seria: de baixo custo, inerte
(biocompativel), fino, flexivel, bioabsorvivel, inibidor dos proces-
sos inflamatérios (fibrose, glioma, neuroma, edema, isquemia e
aderéncia) e beneficiadores dos processos que contribuem para
a regeneragao (acumuladores dos fatores que promovem o cres-
cimento do nervo).'®'7 O tubo de veia autbgena é uma opgao de
material que preenche muito destes critérios.

Estudos concluiram que os nervos regeneram através da luz da
veia? e foram demonstrados na microscopia eletrénica.’® Obser-
vagoes comparando veias demonstraram que a veia jugular como
neurotubo, apresenta qualidade superior na regeneracao de nervos
quando comparada com a veia femoral.'® Varios pesquisadores tém
obtido melhores resultados quando utilizaram tubos de veia.®5°
Iniciamos nosso trabalho com 20 ratos operados, sendo que per-
demos 09 durante etapas diversas: anestesia, perfusdo ou méa
qualidade dos cortes histoldgicos observados na microscopia.
Determinamos quatro meses de intervalo entre a primeira e a se-
gunda cirurgia, pois este tempo € o suficiente para a regeneracao
do nervo.? Sendo assim apds esse periodo, o estudo da regene-
ragcdo neuronal torna-se mais confiavel por se saber que o nervo
ndo sofrerd maiores alteragdes bioloégicas, aproximando-se de
sua estrutura original.'®

Para analisar a regeneragao nervosa utilizamos a marcacao neu-
ronal retrbgrada com FG®, na concentragéo 3%. O FG® foi esco-
lhido para avaliagdo do resultado das suturas devido a sua baixa
toxidade em curto prazo, facilidade de uso e por se tratar de um
método n&o subjetivo, rapido e reprodutivel >’ Este marcador é

fluorescente e permite sua observacao direta ao microscopio sob

o0 uso de filtros, sem reagéo quimica com cromoégeno, permitindo
mais facil reprodugao em outras experiéncias.!?? Além disso, é um
método de estudo quantitativo tdo importante quanto os outros
métodos também quantitativos, como no caso da eletrofisiologia,
em que seus resultados s&o objetivos e bem definidos?, baseia-se
na observacéo direta da presenga de marcadores transportados
retrogradamente até o corpo celular,'?' permitindo a representa-
¢ao do nervo no nivel da medula. Sendo o interesse do trabalho
demonstrar a reconexdo da periferia com o SNC, utilizamos o
transporte axonal retrogrado com FG para visualizar os moto-
neurénios no corno anterior da medula. Em um trabalho anterior®
utilizamos a andlise histomorfométrica e tentamos correlacionar
com os achados da marcacao axonal retrégrada com FG e con-
cluimos que o motoneurdnio apresenta um axdnio e este, quando
lesionado, pode gerar diversos brotamentos axonais na tentativa
de atingir o 6rgdo alvo. Apesar da densidade de fibras estarem
aumentada, mostrando brotamento axonal, este brotamento nem
sempre atinge o 6rgéo alvo com efetividade. Sendo assim, nem
todos os motoneurdnios da medula apresentam marcagdo com
FG, apesar do nimero de fibras estarem aumentada. O nimero de
fibras contadas nao tem relagdo com o nimero de motoneurdnios
na medula. Como o objetivo principal era avaliar a reconexao da
periferia com o SNC, utilizamos apenas a metodologia do FG.
Durante a dissecgao para marcagao neuronal com FG®, observa-
mos em 09 ratos a presenga de uma fibrose mais intensa no lado
com “gap” quando comparado ao lado sem “gap”. Na literatura
encontramos que o tubo de veia forma uma fibrose mais intensa,
quando utilizado.”

Considerando-se a possibilidade de uma mesma célula ser conta-
da mais de uma vez em diferentes cortes histolégicos, usamos o
fator de correcao estabelecido por Abercrombie e Johnson' para
cortes de 40 um, em que se multiplica o resultado por 0,65, na
tentativa de eliminar o erro de contagem do mesmo corpo celular
em secgOes diferentes.

Estudos sugerem que axonios séo atraidos por influéncias quimi-
cas e que isso pode ser melhorado deixando-se um “gap” entre os
cotos do nervo ao invés da sutura sem “gap”.823 Nao encontramos
durante nossa revisao bibliografica trabalho que mostrasse evi-
déncias negativas contra as suturas com “gap”, sendo que nossa
duvida foi em escolher 0 ““gap” ideal”. Os “curtos “gap”s” citados
na literatura variam de 0,5 a 5,0mm®® sendo que achamos 0,5mm
uma distancia muito pequena ja que quando seccionamos o nervo
e 0 reparamos, com o proprio edema dos cotos, perderiamos esta
distancia. Optamos pelo “gap” de 1,0mm, mas ndo encontramos
na literatura trabalhos realizados com este espagcamento.
Trabalhos comparando sutura com “gap” e sem “gap”, ambos tubuli-
zados, em coelhos e macacos, concluiram que a utilizagao de peque-
no “gap” melhorava a especificidade da regeneragéo nervosa.82
Os defensores da sutura com “gap” tubulizado acreditam que elas
possuem as seguintes vantagens: menor trauma cirlrgico ao ner-
VO porque seus cotos localizados dentro de um guia diminuiriam
a quantidade de pontos na sutura.® A presenga do coto proximal
em um guia levaria a migracao distal axonal sem interposi¢ao de
outros tecidos e sem desvio no alinhamento, melhorando a rege-
neracao pelo actmulo de fatores neurotréficos na luz do tubo.?232
Ao final do estudo, a perda de animais foi maior do que a prevista,
restando um total de 11 animais. Supondo a mesma diferenca pro-
posta de pelo menos 10 motoneurdnios, em média, entre sutura
com “gap” e sem “gap” e com a mesma confianga, o poder do
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estudo ficou em 66%. Apos o estudo estatistico encontramos, neste
trabalho experimental, que o melhor método de sutura primaria é
aquele realizado sem “gap”, pois este apresenta melhores resulta-
dos quando comparados com as suturas com “gap”.
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