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RESUMO

A utilizagdo de aloenxerto de nervo conservado em glicerol é
uma alternativa a auto-enxertia em casos de lesGes de nervos
periféricos com perda de substancia que diminui a morbidade
cirlrgica e provem material suficiente para a reparagao neural. O
objetivo deste trabalho foi comparar o grau de reparagao nervosa,
utilizando analises histolégica e funcional, através da interposicéo
de enxerto autégeno (grupo A), de tubo de veia conservada em
glicerol (grupo B) e de interposigao de nervo alégeno conservado
em glicerol (grupo C) em defeitos de 5 mm no nervo fibular de
ratos Wistar. A analise histoldgica foi feita apds o sacrificio dos
animais( 6 semanas) , usando o corante azul de toluidina a 1%.
No grupo A (auto-enxerto) verificou-se reacgao tecidual perineural
e escape de fibras axonais mielinizadas para fora dos limites do
epineuro que foi maior se comparada ao verificado no Grupo B
(Veia autdgena + glicerol) e Grupo C (aloenxerto de nervo).A
avaliagdo funcional foi feita através da andlise dos padrées das
pegadas das patas posteriores dos ratos (“Walking Track Analysis”),
nos periodos: pré-operatério, pés-operatério imediato, na terceira
e sexta semanas. Na recuperacao funcional, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os trés grupos em nenhum dos
periodos avaliados.
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INTRODUCAO

O tratamento cirdrgico mais utilizado, atualmente, para a repara-
cao das lesbes de nervos periféricos com perda de substancia, é
a auto-enxertia de nervo. Essa técnica baseia-se na utilizagao de
um segmento de nervo doador do préprio individuo, que é inter-
posto entre os cotos proximal e distal do nervo lesado e tem como
objetivo 0 preenchimento do espaco entre os cotos, promovendo
a diminuicao da tenséo nas linhas de sutura e a orientagao para o
avango dos cones de crescimento neurais!?).

A necessidade do sacrificio de um nervo de outra regiao do corpo,
mais comumente, o nervo sural, esta correlacionado a algumas
desvantagens que devem ser consideradas:

SUMMARY

The use of glycerol-preserved nerve allograft is an alternative
to autografting in cases of peripheral nerve injury with loss of
substance, which decreases surgical morbidity and provides
sufficient material for neural repair. The objective of this study
was to compare the degree of nervous repair, through inter-
position of autogenous graft (Group A), of glycerol-preserved
vein tube (Group B), and interposition of glycerol-preserved
allogenic nerve (Group C) in 5-mm defects of Wistar rats’
fibular nerve, using histological and functional analyses. In
group A (autograft) a perineural tissue reaction and myelin-
ated axonal fibers escape out of the epineurium boundaries
were greater when compared to those observed in Group B
(autogenous vein + glycerol) and Group C (nerve allograft).
The functional evaluation was made by analysis of the pat-
terns of rats’ posterior footprints (Walking Track Analysis) in
preoperative, early postoperative period, week 3 and week
6. Regarding functional recovery, in none of the evaluated
periods was there a statistically significant difference between
the three groups.
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Presenca de sequelas no sitio de retirada do nervo sural. Foram
verificados infecgdo da area doadora em 10% dos pacientes, cica-
trizacéo retardadaem 12 % e dor cronificada em 5%®. Também
verificou-se perda da sensibilidade das porcoes laterais do pé e
tornozelo em 44%, parestesia na panturrilha em 42%, bem como
dor na panturrilha em 16% dos pacientes .

Outra desvantagem é a limitagao do nimero ou porgoes de nervos a
serem reconstruidas por causa da insuficiéncia de material doador,
bem como uma relativa incompatibilidade entre os didametros do
nervo lesado e do nervo doador. Isso obriga a realizagao de sintese
com fasciculos do nervo lesado com véarios segmentos de nervo
doador, aumentando o numero de suturas locais e interferindo ne-
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gativamente por aumentar o processo inflamatoério peri-neural®®.
Vérias alternativas a auto-enxertia foram estudadas, dentre elas, a
tubulizagao utilizando vasos criopreservados ou conservados em
glicerol que ganharam forga por serem alternativas viaveis'®). Na
literatura s&o escassas as referéncias ao uso de enxertos alégenos
de nervos'™, ndo se relacionando até o presente nenhuma referen-
cia a aloenxertos de nervos conservados em glicerol.

O objetivo deste trabalho foi comparar, em ratos, o grau de rege-
neragao neural utilizando-se de andlise histologica e analise fun-
cional através da interposigao de enxerto autdgeno de nervo, veia
autdgena e enxerto albgeno conservados em glicerol, na corregao
de defeito de 5mm de nervo fibular.

MATERIAIS E METODOS

Quinze ratos machos da raca Wistar, com peso variando entre 200
e 300g, e idade ao redor de oito semanas, foram divididos em trés
grupos de cinco animais. Para o procedimento cirdrgico, os animais
foram anestesiados com pentobarbital sédico (dose de 5mg/ kg)
injetados intraperitonialmente. Com técnica microcirlrgica criou-se
um defeito de cinco mm no nervo fibular de suas patas traseiras
direitas. Os grupos foram divididos de acordo com o tratamento
empregado para a corregao dos defeitos da seguinte maneira:
Grupo A: grupo-controle; interposicao imediata de auto-enxerto de
nervo fibular com reposicionamento do fragmento de nervo auto-
geno retirado e ressutura na orientagao original com mononylon
10.0 (Figura 1).
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Figura 1 - Reposicionamento do segmento de nervo autégeno, previamente
retirado através de sutura com pontos simples usando fio monofilamentar de
nylon 10.0. NC: nervo ciatico, NF: nervo fibular, NS: nervo sural e NT: nervo
tibial posterior.

Grupo B: Tubulizagdo com veia autégena conservada em glicerol.
Foi retirado previamente de cada animal, um segmento de 10 mm
de veia jugular interna direita que foi conservada em glicerol a 98%,
por sete dias consecutivos sob refrigeragao a 4°c.

Apods este periodo, cada veia foi hidratada por cerca de 30 mi-
nutos em solugéo fisioldégica a temperatura ambiente e utilizada
para a tubulizagéo do nervo. O posicionamento foi a 2,5 mm de
distancia do coto proximal e do coto distal com um intervalo de
5mm entre eles.

Para a fixagdo do tubo de veia nos cotos proximal e distal do nervo,
foram utilizados pontos de mononylon 10.0 em “u” entre o epineuro
e a veia jugular (Figura 2).

Grupo C: Interposicao de nervo alégeno previamente conservado
em glicerol a 98% por sete dias consecutivos a 4°C. Estes nervos
séo provenientes da pata traseira direita de ratos Sprague-Dawley.
Estes ratos com peso, sexo e idade semelhantes ao rato Wistar.
A interposicéo do enxerto alégeno de nervo foi feita com técnica
microcirirgica semelhante a utilizada na auto-enxertia (Grupo A)
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e com hidratagao por cerca de 30 minutos em solugéo fisiologica
a temperatura ambiente. O posicionamento do nervo alégeno foi
feito de maneira semelhante ao método de auto-enxertia realizado

no grupo A (Figura 3).
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Figura 2 - Interposi¢do de veia conservada em glicerol (grupo B), para

tubulizagao de defeito de 5 mm em nervo fibular. Nota-se que o comprimento
da veia é de 10 mm e que esta recobre 2,5 mm do coto proximal e 2,5 mm do
coto distal, além da fixagdo em cada coto com pontos em “u”.
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Figura 3 - Interposicdo de nervo alégeno conservado em glicerol (grupo C),
para tratamento de defeito de 5 mm em nervo fibular de rato Wistar, apés sua
retirada em rato doador de espécie diferente (Sprague-Dawley) e conservagdo
por sete dias em glicerol a 98% em refrigeragdo a 4°C. NC: nervo ciatico, NFS:
nervo fibular de rato doador, NS: nervo sural e NT: nervo tibial posterior.

Avaliacao Funcional

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo funcional por
meio da técnica de analise dos padrdes das pegadas das patas
posteriores dos ratos (“Walking Track Analysis”)"®'", nos perio-
dos: pré-operatorio, pos-operatoério imediato, na terceira semana
de poés-operatério e no momento do sacrificio (seis semanas).
Mergulharam-se as patas traseiras dos animais em tinta azul, e
foram colocados, um por um, para caminhar em um corredor sobre
papel branco, de modo a deixarem suas pegadas impressas.
Foram coletadas as distancias das impressdes entre o primeiro
e quinto dedos (extensdo dos dedos — ED) e o comprimento da
pegada (CP)(Figura 4).

Esses dados foram colhidos para os célculos dos indices de
fungdo do fibular (IFF) de cada animal, utilizando-se a formula
proposta por Bain et al'®).
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IFF= 174.9 x [(CPO - CPN) = CPN] + 80.3x [(EDO - EDN) =
EDN] - 13.4

onde:

CPO = comprimento da pegada da pata operada
CPN = comprimento da pegada da pata normal
EDO = extenséo dos dedos da pata operada
EDN = extensao dos dedos da pata normal

sendo:
IFF = proximo a zero — fungdo motora normal do nervo fibular
IFF = proximo a -100 — completa disfungéo.
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CP = Comprimento da pegada
ED = Extensdo dos dedos

Figura 4 - Demonstra-se, na impressao da pata do rato, as medidas
necessérias para quantificagdo do indice de fungéo do nervo fibular(16,17).

Utilizando-se dos dados apresentados pelos grupos em relagao ao
IFF do pods-operatério e submetendo-os a analise estatistica pelo
método de variancia com medida repetida e um fator (ANOVA),
seguida de comparacdes multiplas pelo método de Bonferroni,
foi demonstrada a variagéo do IFF, em relacao ao tempo de pds-
operatério . Em seguida, sacrificados seis semanas apds a
cirurgia de correcao do nervo fibular, para realizacao de histologia
qualitativa.

Histologia Qualitativa

Para a analise histolégica, padronizou-se a coleta de fragmento da
porcao media do segmento interposto, evitando-se, dessa forma,
a area de sutura em ambos os grupos.

O material foi fixado em solugao de glutaraldeido a 2% e em
solugao de tetroxido de 6smio a 1%, incluido em resina pura de
peroxido de bezoila a 1% e hidroxietiimetacrilato. Realizaram-se
cortes transversais de 2 micras de espessura, corados com azul
de toluidina a 1%.

RESULTADOS

Durante as seis semanas do estudo, todos os animais manti-
veram-se saudaveis, sendo mantidos em gaiolas separadas
e com identificagao individualizada e conforme grupo. Foram
mantidos sob aquecimento e com agua e ragao “ad libitum” até
total restabelecimento de suas fungdes vitais, nao tendo sido ob-
servada infecgdo da ferida cirdrgica, nem a presenga de Ulceras
plantares neuro-distroficas em nenhum momento até a data de
seu sacrificio.

No momento do sacrificio, o Grupo A (auto-enxerto) demonstrava,
macroscopicamente, enxertos intactos, sem neuromas visiveis nas
linhas de sutura e pouca aderéncia a tecidos adjacentes.
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O Grupo B (veia autégena + glicerol) apresentou pouca aderéncia
entre as veias e os tecidos adjacentes, com uma fina camada
de tecido fibroso envolvendo externamente as veias. Nao foram
observados neuromas ou colabamento das veias.

No grupo C (nervo alégeno + glicerol) também néo se observaram
neuromas e havia pouca aderéncia a tecidos adjacentes, de forma
muito semelhante ao grupo A (auto-enxerto).

Analise Histolégica

Na analise microscopica das laminas do Grupo A (auto-enxerto)
nota-se que O auto-enxerto conservou o epineuro, caracterizado
pela presenga de células fusiformes e uma bainha fibrosa delgada.
No interior deste involucro, é possivel delimitar a presenga de vasos
sanguineos em pequena quantidade.

Visualizaram-se pequenos fasciculos contendo axénios mieliniza-
dos e de tamanhos variados. A degeneragao walleriana esté pre-
sente, mas em pequeno nimero de axbnios. Evidencia-se também
0 escape de fibras axonais mielinizadas para fora dos limites do
epineuro, em todos os 5 animais do grupo(Figura 5).

Figura 5 - GRUPO A (auto-enxerto). Minifasciculos de axénios, em sua maioria,
mielinizados e de variados didmetros. (400x).

Nos cinco animais do Grupo B (veia autégena+ glicerol), houve
menor reagao tecidual perineural e menor quantidade de escape
axonal, quando comparada ao Grupo A (auto-enxerto). As veias
conservadas em glicerol apresentaram sua estrutura preservada
e facilmente distinguivel do tecido neural. Nota-se uma grande
quantidade de vasos neoformados em permeio aos fasciculos
formados pelos axdnios neurais, esses, em sua grande maioria,
mielinizados, porém de diametro relativamente inferior e contendo
menos axénios, em comparacao aos fasciculos do grupo A (auto-
enxerto) (Figura 06).

Figura 6 - Grupo B (Veia autégena + Glicerol): Demonstram-se minifasciculos
de axénios, a sua maioria mielinizados e de didmetros variados. (400x).
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No Grupo C (nervo alégeno + glicerol) os achados histolégicos
foram semelhantes aos encontrados no grupo B (veia autégena +
glicerol). O aloenxerto conservou o seu epineuro, sendo possivel a
visualizagdo de uma bainha fibrosa localmente. No interior desse
invélucro, nota-se a presenca de neoangiogénese, em pequena
quantidade.

Os fasciculos formados pelos agrupamentos de axdnios eram pe-
quenos, com poucas fibras axonais, em sua maioria mielinizadas e
de didmetros variados. A degeneragao walleriana de fibras axonais
estava presente, mas em pequena quantidade.

O escape de fibras axonais mielinizadas para fora dos limites do
epineuro e a reagao tecidual perineural foram de baixa intensidade
e inferiores em relagé&o ao grupo A (auto-enxertia)(Figura?).

Figura 7 - Grupo C (nervo alégeno + glicerol): Disposi¢cdo dos ax6nios
em minifasciculos, em grande parte, mielinizados e de variados didmetros
(400x).

Os valores médios dos IFF (indice de fungao do nervo fibular),
no pré-operatério e no pos-operatorio (imediato, 3 e 6 semanas),
calculados para cada grupo estdo apresentados na Tabela 1 e
representados no Grafico 1.

Grupo Pré op |Pésop |3 semanas | 6 semanas
Auto- Média |-7,79 -88,96 |-63,79 -24,51
enxerto
DP 0,23 8,01 6,59 10,79
Minimo |-8,10 -102,23 | -74,60 -37,40
Maximo | -7,57 -80,74 |-57,13 -13,38
Veia Média -6,30 -83,57 57,68 -27,36
Autégena
+ glicerol
DP 2,42 9,08 12,75 11,43
Minimo | -8,26 -95,79 | -68,06 -40,73
Maximo | -2,80 -73,50 -41,61 -11,57
Nervo Média -7,67 -96,04 -71,76 -34,36
Alégeno+
glicerol
DP 2,87 7,50 7,24 14,48
Minimo |-11,41 |-107,87 |-80,24 -53,44
Maximo | -3,34 -87,76 -64,36 -17,03

Tabela 1 - Medidas descritivas de IFF, em cada grupo, ao longo do tempo.
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Gréfico 1 - Perfis médios da variavel IFF em cada grupo durante o tempo de
estudo, iniciado no pré-operatério e o seguimento no pds-operatério imediato,
3 e 6 semanas.

Analise Estatistica

A anélise estatistica da recuperacéo funcional determinada pelo
IFF (indice de funcao do nervo fibular) foi realizada pelo modelo
de andlise de variancia com medidas repetidas (ANOVA) e pelo
método de comparacdes multiplas de Bonferroni (p<0.05)1%).

A anélise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre os
trés grupos em relagéo IFF no pré-operatoério, no pés-operatorio
imediato, no pds-operatério de 3 semanas e no pds-operatério
de 6 semanas.

DISCUSSAO

A auto-enxertia de nervo é o tratamento cirlrgico de escolha para
0s casos de lesdes de nervos que acometam um segmento maior
do que aquele onde seja possivel realizar reaproximagéo simples
e rafia, com fio microcirdrgico®.

Porém a procura por novas técnicas que substituam a enxertia de
nervo para tratamento de grandes perdas de tecido neural, sem
os danos causados a area doadora, a perda de tempo cirlrgico
e a melhora dos resultados funcionais tornam-se, cada vez mais,
uma tendéncia na literatura sobre regeneragédo neural. Uma dessas
possibilidades ¢ a utilizagao de nervos alégenos preservados em
glicerol realizado nesse trabalho.

E importante ressaltar que o método de tubulizagdo nos grupos
B (veia autégena conservada em glicerol)® e C (aloenxerto de
nervo conservado em glicerol) apresentaria algumas vantagens em
relagdo a auto-enxertia: auséncia de sequela neural da area doa-
dora, menor tempo cirdrgico e a possibilidade de grandes areas
doadoras, na correcao de grandes perdas de tecido neural.

Ja a utilizagao de enxertos alégenos pode ser considerada como
uma alternativa de reconstrugdo quando ha, sobretudo, uma
grande perda de tecido neural'®

O principal motivo para o insucesso desse procedimento seria o
alto grau de antigenicidade produzido, sendo necessaria a utili-
zagao de imunossupressores, sob o risco de forte rejeicao local,
com a suspenséao precoce deles(2'9

Na avaliagdo dos resultados histoldgicos, o grupo A (auto-enxer-
tia) demonstrou a presenca de escapes axonais, demonstrando
que, apesar da presenca do epineuro e dos fatores neurotroficos
locais, estes ndo foram capazes de dirigir todas as fibras axonais
em crescimento para o 6rgao-alvo.

Na analise histolégica do Grupo B (veia autbgena conservada em
glicerol), foi observada uma menor reagao tecidual perineural em
relacdo ao grupo A (auto-enxertia). Esse fato, provavelmente, esta
relacionado a conservagao em glicerol, que destruiu as células da
camada intima da veia, bem como as células musculares da cama-
da média, tornando-a uma estrutura de baixa antigenicidade®.
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Houve, também, no grupo B (veia autdbgena conservada em
glicerol), um menor escape de axdnios para fora dos limites da
veia, devido, provavelmente, ao fato de o arcaboucgo da veia,
rica em colageno e laminina guiar melhor o crescimento axonal a
extremidade distal do nervo lesado®.Outro aspecto que pode ter
contribuido é o fato de que a tubulizagédo elimina a necessidade de
sutura entre 0s cotos do nervo, determinando uma menor reagao
inflamatoria local218):

No grupo B (veia autbgena conservada em glicerol), demonstrou-
se a presenca de minifasciculos neurais, em sua grande maioria,
mielinizados e degeneracao walleriana em pequena quantidade,
conforme relatos prévios na literatura cientifica®'?).

O Grupo C (nervo alégeno conservado em glicerol) apontou
uma baixa resposta inflamatéria, caracterizada por uma reagéo
perineural de baixa intensidade e menor, se comparada ao grupo
A (auto-enxertia). Também demonstrou axénios, em sua maioria
mielinizados, dispostos em minifasciculos, fibras neurais com
grande variagdo de didmetros permeados por vasos sanguineos
e degeneragao walleriana.

Foi observada uma menor quantidade de escapes para além
dos limites do nervo, se comparada ao Grupo A (auto-enxertia) e
semelhante ao grupo B (veia autégena conservada em glicerol).
As explicagOes para esses fatos devem-se as mesmas razoes que
as ja discutidas no Grupo B.

Os dados da média do IFF do pds-operatério imediato dos trés
grupos foram submetidos a analise estatistica e nao se determinou
diferenga significativa entre os grupos. Essa auséncia de diferen-
ca indica que, de maneira semelhante, todos os ratos tiveram o
mesmo tipo de leséo neural (através da ressecgao de 5mm de
nervo) e possibilita a comparagao da recuperagao funcional entre
0S grupos.
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