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Objetivo: Avaliar o efeito das neuregulinas 1-alfa e 1-beta na rege-
neracao de nervos ciaticos de camundongos C57BL/6J, adultos,
machos, através da técnica de tubulizagdo. Métodos: Utilizaram-
se 18 animais, divididos em 3 grupos, implantando-se prétese
de polietileno em falhas de 4,0 mm no nervo cidtico esquerdo:
grupo 1 contendo apenas colageno purificado (Vitrogen®); grupo
2, colageno associado a neuregulina 1-alfa; grupo 3 com cola-
geno e neuregulina 1-beta. O grupo controle foi formado por 6
segmentos de nervos ciaticos direitos. Apds 4 semanas, 0s ani-
mais foram sacrificados; extraiu-se segmento do ponto médio do
nervo regenerado no interior das préteses, padronizaram-se cortes
histolégicos e confecgao das laminas para analise histomorfomé-
trica. Confrontaram-se os resultados estatisticamente. Resultados:
Os animais tratados com neuregulinas tiveram maior nimero de
axonios mielinizados, com diferenca estatisticamente significante
quando comparados ao grupo coldgeno. Nao houve diferenga
estatistica entre os grupos de neuregulinas 1-alfa e 1-beta. Conclu-
sao: a adigao de neuregulinas proporcionou aumento significativo
do nuimero de fibras mielinizadas.

Descritores: Neuregulinas. Nervos periféricos. Nervo ciatico.

Objective: to evaluate the effect of the neuregulins 1-alpha and
1-beta on the regeneration the sciatic nerves of male adult C57BL/6J
mice, using the tubulization technique. Methods: eighteen animals
were used, divided into three groups. A polyethylene prosthesis
was implanted in a 4.0 mm defect of the left sciatic nerve, as follo-
ws: group 1 containing only purified collagen (Vitrogen®); group 2,
collagen with neuregulin 1-alpha; group 3, collagen with neuregulin
1-beta. The control group consisted of six segments of right sciatic
nerves. After four weeks, the animals were sacrificed. A segment
from the midpoint of the nerve regenerated inside the prostheses
was extracted; histological sections were standardized, and slides
were made up for histomorphometric analysis. Results: the results
were statistically compared using the Tukey multiple comparisons
test and the Student's t test. The animals treated with neuregulins
had greater numbers of myelinized axons, with a statistically signi-
ficant difference in relation to the collagen-only group. There was
no statistical difference between the neuregulin 1-alpha and 1-beta
groups. Conclusion: the addition of neuregulins provided a signifi-
cant increase in the number of myelinized fibers.
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INTRODUGAO

As lesbes traumaticas do sistema nervoso constituem um grave
problema de saulde publica, pois geralmente acometem individuos
na idade produtiva, demandam altos custos de internacao e reabi-
litagao, longos periodos de afastamento do trabalho e determinam
grande numero de sequelas. No Brasil, ndo ha estatisticas confia-
veis acerca do nimero de pacientes vitimas das lesdes neurolo-
gicas pos-traumaticas. Estima-se em 500.000, por ano, o nimero
de novos casos nos Estados Unidos, cujo custo de tratamento
hospitalar varia de 15.000 a 60.000 délares por paciente.

Desde o primeiro relato de tratamento de lesao do sistema nervoso
periférico, constitui-se no maior desafio a cirurgia reconstrutiva e a
microcirurgia a obtencao de resultados satisfatorios apos o reparo
nervoso. A introdugdo de técnicas microcirirgicas no tratamento
de lesdes nervosas, o desenvolvimento de material especifico
(pincas, tesouras, porta-agulhas, etc), o avanco da tecnologia da
microscopia, o treinamento especializado, ainda nao proporcio-
nam a completa regeneracao neuroldgica, ocasionando déficits de
sensibilidade e motricidade.?? O afrontamento dos cotos lesiona-
dos seguido de epineurorrafia sob visdo magnificada, a auséncia
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de tenséo excessiva, utilizagao de fios e instrumental apropriados,
constitui o padrdo-ouro de tratamento na fase aguda. Apés este
periodo, ndo ha a possibilidade da coaptagéo das extremidades
lesionadas sem proporcionar tensao excessiva.t

Nestas situacdes, a auto-enxertia, utilizando-se o nervo sural, o
cutaneo medial do antebrago, o safeno, dentre outros, é ampla-
mente empregada. Esta técnica proporciona resultados aquém
dos padrdes normais, sempre lesa estruturas integras, ocasio-
nando sequelas, como parestesias, anestesias, hiperestesias,
cicatrizes, neuromas, dor cronica.®

Uma alternativa promissora a auto-enxertia é a técnica de tubuliza-
¢ao, que consiste na introducao das extremidades dos nervos em
préteses cilindricas, objetivando o direcionamento axonal, a pro-
tecao do cone de crescimento da fibrose adjacente, a orientagao
longitudinal da neovascularizagdo. Ainda possibilita a contencao
de fatores neurotréficos enddgenos e exdgenos, proporcionando
baixa morbidade e a diminuigao do tempo cirlirgico.* Atualmente
tem sido descritos e utilizados em pesquisas experimentais varios
tipos de proteses, como polietileno, colageno, silicone, poliésteres,
veias, artérias, Amnion humano, dentre outras.®”’

A capacidade de contengdo de substancias exdgenas promovida
por esta técnica possibilita o estudo de inlimeros fatores promotores
da regeneragéo neuronal, como aFGF, cardiotrofina-1, oncostati-
na-M, GM1, CNTF, GDNF, NT-3, NGF, neuregulinas.®® As neureguli-
nas constituem uma familia de fatores de crescimento e de diferen-
ciagao responsaveis por inlimeros papéis no sistema nervoso.'® Nas
células de Schwann, as neuregulinas promovem a proliferacao, a
diferenciacao, a sobrevivéncia, a maturagdo e a mielinizagéo."'?

A fisiologia do sistema nervoso periférico depende diretamente
da integridade da bainha de mielina, onde as células de Schwann
exercem papel fundamental, desde a remielinizagéo apos lesao até
o equilibrio funcional. A atuacdo das neuregulinas nas células de
Schwann seriam decorrentes da sua capacidade de ativagao dos
receptores erbB, que determinariam as agoes citadas.'

Apesar do grande potencial no processo de regeneracao do sis-
tema nervoso periférico, as pesquisas das neuregulinas in vivo
séo praticamente inexistentes.'"* O objetivo é avaliar pela morfo-
metria a mielinizagao axonal de nervos ciéticos de camundongos
C57BL/6J, empregando-se neuregulinas 1-alfa e 1-beta, utilizando-
se a técnica de tubulizagao.

MATERIAIS E METODOS
Animais e experiéncias

O modelo experimental adotado empregou 18 camundongos de
linhagem C57BL/6J provenientes Biotério do Departamento de
Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. O tratamento dado
aos animais e o protocolo do estudo foram analisados pelo Comité
de Etica da Universidade, estando de acordo com as diretrizes
da American Veterinary Medicine Association (AVMA). A linhagem
C57BL/6J foi usada devido a facilidade de manipulagéo, a dispo-
nibilidade e a alta isogenicidade, que conferiu uniformidade aos
grupos de estudo.

O estudo incluiu camundongos machos com média de idade de
oito semanas, e higidos ao exame macroscopico. A presenga de
infeccOes, lesdes cutaneas, anomalias musculo-esqueléticas ou
outras doengas, como autofagia e consumo do membro operado
ou morte sUbita constituiram critérios de exclusao.

Para compor os grupos do estudo, os camundongos foram esco-
Ihidos e distribuidos independente e randomicamente, de modo a
garantir resultados sem viés. O nervo ciético esquerdo foi secciona-
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do em todos os animais para criar um defeito segmentar de 4 mm
de comprimento, que foi tratado conforme descricao a seguir. Dois
animais foram selecionados, também randomicamente de cada
um dos trés grupos e, neles, um segmento do nervo ciatico da coxa
contralateral (ndo-operado) foi isolado, extraindo-se o niimero total
de fibras mielinizadas. Esses animais formaram o grupo controle.
No primeiro grupo de estudo, denominado grupo colédgeno, foram
usados tubos de polietileno contendo apenas colageno purificado
(Vitrogen®, Collagen Corporation, Palo Alto, CA, EUA) para tratar a
lesdo neurolégica. No segundo grupo de estudo, acrescentou-se
neuregulina 1-alfa ao colageno (250 ng), na diluicdo de 100 ug/
ml. No terceiro grupo de estudo, além do colageno, empregou-
se neuregulina 1-beta. As neuregulinas foram adquiridas de R&D
Systems Inc. (Minneapolis, MN, EUA). Cada um dos grupos era
formado por seis animais.

Os animais receberam anestesia geral com Avertin® (500 mg de
tribromoetanol e 250 mg de 2-metil-2-butanol, dissolvidos em 19,5
ml de &gua destilada), na dose de 0,02 ml/g de peso corporal, por
via intraperitoneal, no baixo abdome. A seguir, 0s animais foram
tricotomizados e o local cirtrgico foi lavado com solucéo desinfe-
tante de gliconato de clorexidina a 2%, e sendo posicionados em
decubito ventral na placa de dissecacao.

Realizou-se incisao longitudinal na face posterior da coxa esquer-
da e, por divulsdo do musculo biceps femoral, o nervo ciético foi
exposto. Ele foi seccionado transversalmente no tergo médio, e 1,0
mm de cada uma das extremidades foi invaginada em um tubo
de polietileno (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA) e
unida por um ponto (fio 10,0 mononylon, agulha de 75 um, Ethi-
con®) e selante de fibrina (Tissucol®, Baxter, Immuno AG, Viena,
Austria). Os tubos apresentavam 6,0 mm de comprimento, 0,75
mm de didmetro interno e 1,22 mm de didmetro externo. Desta
forma, a distancia entre os cotos depois do procedimento foi de
4,0 mm. Esse procedimento foi realizado com aumento de 20
vezes, usando-se microscopio (Zeiss OPM 240F). (Figura 1)

.

Figura 1 — A) Exposicdo do nervo ciatico esquerdo (NC). B) Coto
proximal (CP) invaginado no tubo de polietileno (TP). C) Tubo que
contém colageno (C) e presenca de selante de fibrina (SF) nas extre-
midades. D) Exposi¢do da protese de polietileno que contém nervo
regenerado (CR).
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Os tubos foram preenchidos, utilizando-se com uma microsseringa
Hamilton (10 ul). A agulha foi totalmente introduzida na protese, até
que atingisse a extremidade oposta. O material foi injetado enquanto
se retirava lentamente a agulha, tendo-se o cuidado de n&o formar
bolhas de ar no interior do tubo. A seguir, a tubulizacéo da extremi-
dade oposta foi concluida com a aplicagéo de selante de fibrina, de
maneira a conter qualquer extravasamento do material. Depois disso,
as camadas musculares foram coaptadas e a pele foi suturada com
pontos separados (fio 5,0 mononylon, Ethicon®). Esse estégio foi con-
cluido com outra lavagem usando-se gliconato de clorexidina a 2%.

Periodo pés-operatorio

Os animais foram mantidos em gaiolas com area minima de 200
cm? e quantidade adequada de maravalha, com no méaximo trés
em cada unidade, no biotério da universidade, com ciclos de 12

horas de luz e escuro e em temperatura préxima de 20 °C a 25 °C.
Receberam quantidade adequada de alimentos e agua ad libitum.

Coloracao e coleta do material

Apdbs quatro semanas do procedimento cirlirgico, os animais foram
novamente submetidos a anestesia geral por Avertin®, iniciando-
se 0 processo de coleta. Realizou-se incisao longitudinal no tergo
médio e superior do abdémen, disseccéo por planos, injecdo de
0,2 ml de solugao de heparina (5000 Ul/ml) no baco. Procedeu-se
a toracotomia, onde um catéter foi introduzido no ventriculo es-
querdo, injetando-se 10 ml de solucéo salina (0,9%) heparinizada
(5000 Ul/ml), seguida por 15 ml de solugéo fixadora constituida por
paraformaldeido (1%) e glutaraldeido (2%), em solugdo tampéo
de fostato de sodio a 0,1 M, pH 7,3.

Procedeu-se com a exploragao das proteses tubulares, que con-
tinham o cabo de regeneragao (nervo regenerado), sendo estas
dissecadas, removidas e mantidas em solugéo fixadora supraci-
tada, a temperatura de 4°C, por 24 horas.

Realizou-se a pos-fixagdo do material em tetréxido de 6smio (2%
em tampao de fostato de sédio a 0,1 M, pH 7,3) por duas horas
a 4°C. Posteriormente efetuou-se a desidratagéo através de série
crescente de élcool etilico, clareado em dxido de propileno e in-
cluido em resina epoxi. Foram realizados cortes transversais de 1
um de espessura no ponto médio do regenerado tubular, corados
com azul de toluidina 0,5%.

O grupo controle, formado pelo nervo cidtico contralateral, foi
constituido nesta fase.

Apos fixacao em laminas, as imagens contendo as fibras mieli-
nizadas foram coletadas por camera digital, interligadas a micro-
computador PC por controlador de estégio. Utilizou-se mesa di-
gitalizadora (Summargraphics) conectada ao PC para a obtengao
da imagem pelo observador.

Ao final da etapa cirlrgica, os animais foram submetidos a eutané-
sia, através de overdose por Avertin® (0,2ml/g), seguindo critérios
estabelecidos pela Associagdo Americana de Medicina Veterinaria
(American Veterinary Medical Association — AVMA).

Estudo histoldgico

O ponto médio do tubo foi padronizado para se proceder a con-
tagem do numero de axénios mielinizados presentes no nervo
regenerado, em cada lamina. (Figura 2) A contagem foi realizada
por meio da marcagado de cada unidade axonal com o cursor,
evitando-se assim a contagem da mesma fibra mais de uma vez.
Com esse método em cada campo, chegou-se ao nimero total
de fibras no segmento. O software Sigma Scan Pro Image Analysis
V.5.0.0 (SPSS Inc. 1987-1999) foi usado para a contagem.

Andlise estatistica

Obteve-se um intervalo de confianga de 5% (o = 0,05). A normalida-
de das distribuicoes foi avaliada com o teste de Kolmogorov-Smir-
nov para variaveis continuas. A distribuicdo paramétrica foi aceita
nos casos em que o teste de Kolmogorov-Smirmnov n&o apresentou
resultado significante e nos que o coeficiente variagao de Pearson
foi inferior a 30%. Todas as distribuicdes foram aceitas como nor-
mais (Gauss). Também foram usados testes paramétricos.

Para as comparacoes entre as contagens médias de axbénio nos
cortes transversais dos nervos ciaticos regenerados dos camun-
dongos utilizou-se a andlise de variancia (trés amostras nao re-
lacionadas com distribuicao paramétrica). As diferengas entre as
médias foram distinguidas pela comparacao pareada das amos-
tras, com o teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para inferir
as diferengas dos niimeros médios de axonios formados no interior
de cada tipo de tubo, com relagéo ao nimero de axénios normais
(controle), usou-se o teste t de Student (pares de amostras nao
relacionadas com distribuicdo paramétrica).

Para a andlise estatistica, foi usado o software GraphPad Prism
versao 2.01 (GraphPad® Software, Inc., 1996).

RESULTADOS

Né&o foram observadas reacbes imunoldgicas sistémicas nem in-
flamacoes locais exuberantes. Tampouco havia fibrose excessiva
ou liberacao das extremidades nervosas nas patas dos camun-
dongos submetidos a cirurgia. O nervo regenerado foi encontrado
em todos 0s casos.

A Tabela 1 mostra o nimero total de fibras axonais regeneradas
no grupo de controle, que foi maior do que nos camundongos
que receberam colageno mais neuregulina 1-alfa e colageno mais
neuregulina 1-beta, depois de quatro semanas de evolucao. Tam-
bém se constatou que os grupos com acréscimo de neuregulinas

Figura 2 — A) Microfotografia de corte histolégico do nervo ciatico de um camundongo do grupo coldgeno. B) Grupo coldgeno mais neuregulina 1-alfa.
C) Grupo coldgeno mais neuregulina 1-beta. Coloragdo com azul de toluidina. Aumento 100 X.
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Tabela 1 - Contagem de ax6nios nos cortes transversais do nervo
ciatico.

Numero de axdnios
Nervo ciatico Colageno + | Coldgeno +
Controle Colageno | Neuregulina | Neuregulina
1-alfa 1-beta
Média 43547 2685,5 3400,5 3486,2
Desvio padrao 47,2 161,7 357,6 371,3
Erro padrdo da média 19,3 66,0 146,0 151,6
Maximo 4417 2847 3812 3802
Minimo 4291 2461 2914 2837
n 6 6 6 6
Kolgomorov-Smirnov 0,17 0,23 0,19 0,23
Coeficiente de variagéo 14 6.0 105 106
de Pearson
Teste t de Student: controle x colageno t=24,28;p=0,00
Teste t de Student: controle x colageno + neuregulina 1-alfa t = 6,48; p=0,00
Teste t de Student: controle x colageno + neuregulina 1-beta t=5,68; p = 0,0002

apresentaram maior quantidade de fibras mielinizadas do que o
grupo recebeu apenas colageno. Por outro lado, os grupos com
neuregulinas 1-alfa e 1-beta tiveram niimeros totais de fibras mieli-
nizadas semelhantes. Os resultados mostram que houve diferenca
estatisticamente significante entre o grupo coldgeno e os grupos
neuregulina. Nao se verificou diferenga significante entre os grupos
neuregulina 1-alfa e 1-beta. Foram encontradas diferencas estatisti-
camente significantes entre o grupo controle e 0s outros grupos.

DISCUSSAO

As lesdes que afetam o sistera nervoso sao o maior desafio da
cirurgia e microcirurgia reconstrutiva, sejam decorrentes de trauma
ou de neoplasia.? O alto custo do tratamento, a longa duracéo da
reabilitagdo, o tempo prolongado de auséncia no trabalho, a alta
incidéncia entre individuos em idade produtiva e a atual impos-
sibilidade de atingir padroes sensitivo-motores normais depois
do tratamento déo as lesdes neuroldgicas pds-traumaticas um
destaque indesejavel.

A fisiologia complexa do sistema nervoso periférico durante a
reabilitagdo depois de eventos traumaticos € um topico que foi
intensamente investigado e pouco compreendido. Muitos fatores
estdo implicados nesse panorama, desde a regeneragao walle-
riana do segmento distal até anormalidades do cértex cerebral'®,
incluindo modificagbes do corpo dos neurénios, migragao de célu-
las, cromatdlise, interagdes metabdlicas, proliferacao de células de
Schwann e ativagdo de fatores neurotréficos.'® Para o progndstico
pos-tratamento, sdo importantes: extensdo do dano no tecido
adjacente, grau de ruptura epineural, extensao de lesdes asso-
ciadas (em especial lesdes vasculares) e idade e estado geral do
paciente.>'” Muitos estudos foram realizados visando obter maior
conhecimento desses eventos e suas interrelacoes.

A introdugao de técnicas microcirirgicas e seu desenvolvimento
nos ultimos anos contribuiu para a obtencao de melhores resul-
tados.? O tratamento ideal deve ser neurorrafia epineural de uma
extremidade a outra durante a fase aguda, sem tensdo excessi-
va. Todavia, mesmo que um procedimento dessa natureza seja
orientado por padrdes técnicos meticulosos, ele seria incapaz de
promover a recuperacgao funcional total, porque o cirurgido nao
atua diretamente sobre a fisiologia do nervo danificado.® Essa
situagao tem originado muitas linhas de estudo, como adicao de
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selante de fibrina a neurorrafia, associagao com os fatores neuro-
troficos NGF, GDNF e aFGF, eletroacupuntura, ultrassom de baixa
intensidade e fototerapia.'®'®

A evolugéo para a fase cronica ou a impossibilidade de compa-
tibilizar os cotos nervosos favorece o progndstico ruim. A tensao
excessiva condena a resultados insatisfatérios, pois 0 aumento da
pressao intraluminal inibe a neovascularizacdo e dificulta o fluxo
axoplasmatico, a acéo dos fatores neurotréficos enddgenos, a
migragao celular e o avango do cone de crescimento. O padrao
ouro de tratamento nesses casos € a interposigao de autoenxerto
para eliminar a tensdo excessiva. Os principais nervos doadores
séo sural, safeno, cutaneo medial do brago e antebraco, lateral e
posterior da coxa, auricular magno e interésseo posterior distal.”
Apesar do uso difundido de autoenxerto, essa técnica produz resulta-
dos inferiores ao desejado, porque o cone de crescimento deve cruzar
duas linhas de sutura em um segmento hipovascularizado e hd um
limite para a quantidade de tecido doador. Esse método é associado a
situacdes indesejaveis, como aumento do tempo cirlrgico, necessida-
de de procedimentos anestésicos adjacentes, hemorragias e lesoes
em locais que antes eram normais, causando, assim, parestesia,
hiperestesia, anestesia, cicatrizes, neuromas e dor cronica.*!%%°

A técnica de tubulizagdo é uma alternativa promissora ao auto-
enxerto. Consiste na invaginagao das extremidades dos nervos
danificados em condutos cilindricos, visando proporcionar um mi-
croambiente favoravel ao direcionamento do segmento em rege-
neracao, apoiar a migragao de células de Schwann, macrofagos e
fibroblastos, possibilitar a auséncia de tensdo excessiva nos cotos,
evitar dissecagéo associada e diminuir o trauma cirdrgico.”?%2!" Além
disso, a presenga de angiogénese no interior dos tubos, originada
dos segmentos proximal e distal, age como um apoio biolégico
para a migragao celular e de fatores neurotréficos intrinsecos.??

A capacidade de contengao proporcionada pelos tubos possibilita
realizar uma ampla gama de estudos na busca de maior conheci-
mento referente as interacdes moleculares, celulares e psicoquimi-
cas direta ou indiretamente relacionadas ao processo regenerativo.
Assim, varias substancias que favorecem a regeneragéo neural
podem ser testadas, como colageno, laminina, IGF-1, aFGF, BDNF,
NT-3, CNTF, LIF, GGF, GDNF, NGF e neuregulina 1-beta. A interposi-
¢édo segmentar de enxertos autolégo, musculos e autoenxertos enri-
quecidos com células de Schwann também foi analisada, 89162223
Os estudos sobre a composicao dos condutos ainda nao conce-
beram o “tubo ideal”, que se caracterizaria por ser de facil fabri-
cagao, com didmetro interno e espessura de paredes adequados,
de facil implantagao e esterilizagdo, apresentando boa flexibili-
dade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Entre os materiais
mais estudados encontram-se os tubos de polietileno, silicone
e colageno bioabsorvivel.?*?* Algumas estruturas também foram
testados, como artérias, veias, anion humano e outros materiais
biodegradéveis.?>? Tanto as séries experimentais®'?>272  quanto
as clinicas*® nao demonstraram diferengas estatisticamente signi-
ficantes entre a tubulizacé&o e os autoenxertos convencionais.

A presenca do coto distal € um fator decisivo para o desenvol-
vimento do coto proximal, possivelmente em decorréncia do
neurotrofismo.?%30

As células de Schwann tém funcédo primordial na regeneragéo do
sistema nervoso periférico. Alguns exemplos das suas fungoes:
migragao para o local danificado em ambos os cotos; producao
de fatores neurotréficos®'; regulagdo do crescimento axonal que
precede a remielinizagéo; fornecimento de orientagéo espacial®;
organizacao dos compartimentos em torno dos axonios, pelo re-
crutamento de moléculas de adeséo e possibilitando o acumulo
de proteina e a formagao de canal i6nico®; direcionamento dos
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axbnios entre sinapses contiguas e proviséo das condices para
amadurecimento das sinapses neuromusculares.® Entre as subs-
tancias capazes de causar estimulacao das células de Schwann,
destacam-se as neuregulinas. Essas proteinas, que ainda sdo pou-
co estudadas, tém papel fundamental na estimulagdo de mitoses,
de crescimento inicial da crista neural, sobrevivéncia, proliferagao,
desenvolvimento, diferenciagao, migracdo, maturacdo e mieliniza-
céo das células de Schwann, 10113536

As células de Schwann sao ativadas através de receptores de
tirosina quinase da familia erbB, em especial erbB2 e erbB3.'3%

No modelo experimental adotado, as proteses de polietileno®
foram usadas devido a disponibilidade, seguranca e facilidade
de manuseio, desde a sua esterilizagdo até o procedimento cirlr-
gico. A outra intervencao cirdrgica foi realizada quatro semanas
depois?®, e 0 nervo regenerado pode ser observado em todos 0s
casos, circundado por liquido no interior do tubo, como observa-
ram Lundborg et al.?° e Fields et al.5.

O método de avaliagao da regeneragdo por meio da contagem
do nimero de axbnios mielinizados é seguro, confiavel e direto,
caracterizando a fidedignidade das analises diretas e objetivas
das imagens estudadas. 181923272038

O nUmero total de fibras mielinizadas no grupo controle de nosso
estudo foi semelhante ao achado de Henry et al.'®. Cai et al.® pu-
blicaram um estudo no quais realizaram tubulizagao em um defeito
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