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RESUMO

Tendo em vista a alta freqii€ncia com que ocorrem traumatismos com transec¢des ou
esmagamentos de nervos periféricos, € que, na pratica veterinaria, geralmente resultam em
amputagio, muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de desenvolver uma técnica
capaz de promover a regeneragio satisfatoria das fibras nervosas. A sutura foi adotada como
técnica convencional para o reparo de nervos periféricos. No entanto, a fungdo normal do
nervo suturado dificilmente € restabelecida. Neste estudo foram comparadas trés técnicas, das
quais duas, sutura e cola de fibrina, sio amplamente discutidas na literatura, enquanto a outra,
formagdo de bainha de BioFill® ao redor da area de anastomose, ndo apresenta relato até o
presente momento sobre a sua eficiéncia na cicatrizagdo de nervo periférico. Foram
seccionados os nervos isquidticos do membro pélvico direito de 54 ratos fémeas da raga
Wistar. Os trés tratamentos foram empregados em 3 grupos constituidos por 18 animais cada
um, sendo que cada grupo foi subdividido em 3 subgrupos representados por 6 animais. Os
subgrupos foram diferenciados de acordo com a data determinada para necropsia; 45, 90 e
120 dias. Nos trés métodos foi realizado um ponto de sutura com fio mononylon 10-0 no
epineuro, para aproximag@o dos cotos proximal e distal do nervo seccionado. Além do ponto
inicial para aproximagdo, o grupo sutura recebeu dois pontos no epineuro. No segundo grupo,
a area de anastomose foi envolvida por uma bainha de BioFill® e, no terceiro grupo, foi
adicionada uma gota de cola. Constatou-se pouca diferenga entre os aspectos histologicos dos
trés tratamentos. As alteragOes histologicas comuns aos trés tratamentos foram representadas
por degeneragdo Walleriana, formagdo de neuroma, proliferagdo de tecido fibroso, invasdo do
tecido nervoso por mastocitos e fibroblastos e presenga de fibrilas de colageno. Verificou-se

que o material de sutura € responsavel pelo mau direcionamento das fibras nervosas e



formagdo de neuroma na area de anastomose, devido a colisio das fibras nervosas em
regeneragdo com a reagdo granulomatosa ao fio de sutura. Essas alteragdes foram observadas
nos trés grupos, sendo mais evidente no grupo que recebeu trés pontos de sutura no epineuro.
Considerando os resultados histologicos superiores obtidos com cola de fibrina e bainha de
BioFill®, fica comprovada a eficiéncia dessas técnicas na reparagdo de nervos periféricos. No
entanto, a utilizagdo de bainha de BioFill® oferece vantagens sobre a utilizagdo de cola de

fibrina, como disponibilidade do material utilizado, simplicidade técnica e baixo custo.



ABSTRACT

Due to the frequent occurrence of trauma caused by transections or by the crushing of
peripheral nerves, frequently resulting in amputation in veterinary practice, many studies have
been carried out for the purpose of developing a technique able to bring about a satisfactory
regeneration of nerve fibers. Suture has been adopted as the conventional technique for
repairing peripheral nerves. However, the normal function of the sutured nerve is hardly ever
re-established. In the present study, three techniques were compared, of which two — suture
and fibrin glue — have been widely discussed in the literature, while the other, namely the
formation of a BioFill® sheath around the area of anastomosis, has not been reported up to
now, as regards its efficiency for the cicatrization of a peripheral nerve. The ischiatic nerve of
the right side pelvic member of 54 female rats of the Wistar breed was sectioned. All three
treatments were applied to three groups made up of 18 animals each, each group being
divided into 3 subgroups of 6 animals . The subgroups were marked with the date that was set
for their necropsy, namely 45, 90 and 120 days. A 10-0 mononylon suture was performed on
the epineurium of all the rats, for the purpose of bringing together the proximal and distal
stumps of the sectioned nerve. In addition to the initial approximating stitch, the suture group
received two stitches on the epineurium. In the second group, the anastomotic area was
surrounded by a BioFill® sheath, and in the third group a drop of glue was added. Little
difference was observed between the histological aspects of the three treatments. The
observed histological changes, common to the three treatments, were Wallerian degeneration,
formation of a neuroma, proliferation of fibrous tissue, invasion of the nervous tissue by
mastocites and fibroblasts, and the presence of collagen fibrils. The suture material was found

to be responsible for the poor direction of the nerve fibers and the formation of a neuroma in



the anastomotic area, due to the collision of the regenerating nerve fibers with the
granulomatous reaction to the suture thread. These changes were observed in the three
groups, with the most apparent one having taken place in the group that received three suture
stitches on the epineurium. Considering the better histological results obtained with fibrin
glue and the BioFill® sheath, the efficacy of these techniques for repairing peripheral nerves
has been clearly demonstrated. However, the use of the BioFill® sheath offers advantages
over the use of fibrin glue, such as availability of the material that was used, technical

simplicity and low cost.



1 INTRODUCAO

A cirurgia reparadora de nervos, visando a reabilitagdo funcional de pacientes cujos
nervos foram lesados por acidente, vem merecendo a aten¢do dos especialistas. Como a
reabilitagdo funcional ainda ndo € completamente satisfatoria, novas técnicas para
neurorrafias e novos conceitos e conhecimentos sobre a regeneragdo de nervos periféricos ja
foram desenvolvidos (MACKINNON & NOVAK, 1999).

Na pratica veterinaria, o0 uso de microscopia cirirgica € inexpressivo €, por isso,
traumatismos com transecgdes ou esmagamentos de nervos geralmente resultam em
amputagdo. Tendo em vista a alta freqiiéncia com que isso acontece, muitos estudos vém
sendo desenvolvidos com o objetivo de estabelecer uma técnica que seja capaz de promover
cicatrizag@o satisfatoria, com boa regeneragdo e orientacdo das fibras nervosas através da area
da anastomose, e apresentar como resultado final a recuperagdo da fung@o.

As pesquisas sobre regeneragdo do sistema nervoso periférico iniciaram com as
descrigdes feitas por RAMON y CAJAL em 1905, e relatavam tanto sucessos quanto
fracassos na regenerag@o de fibras nervosas em animais de experimentag@o. As tentativas de
reparar nervos periféricos traumatizados foram retomadas na primeira e segunda guerras
mundiais e ganharam importancia proporcionando varias oportunidades de estudos.

A necessidade de se desenvolver técnicas mais eficazes para repara¢do de nervos que
sofrem transsecgdo € reconhecida ha varios anos. A reparagdo com sutura do epineuro,
embora realizada com técnica meticulosa, geralmente resulta em lesdes nervosas provocadas
pela manipulagdo, com freqiiente recuperagio insatisfatoria da fung¢do (LAUTO et al.,1997).

O emprego das suturas epineurais € perineurais tem sido questionado devido ao mau
direcionamento do tecido endoneural e compressdo pelo fio de sutura observados no exame

histopatologico. Da mesma forma, a técnica de ancoramento fascicular € discutida quanto a



dificuldade para a sua realizagdo, além de ser maior a possibilidade de danificar o tecido
neural com o material de sutura, provocando formagao de granulomas pela presenga de corpo
estranho. Levando em consideragdo esses aspectos negativos das técnicas convencionais,
técnicas microcirurgicas alternativas tém sido pesquisadas.

Por outro lado, o uso de uma técnica conhecida como tubulag@o, que consiste no
posicionamento de um tubo ou bainha entre as duas extremidades de um nervo seccionado,
favorece a regenerago axonal através do espago existente no seu interior, pois evita a invasio
de fibroblastos e a aderéncia de tecido cicatricial (SUEMATSU, 1989). Entretanto, algumas
conseqiiéncias negativas devido a compressdo foram evidenciadas depois de algumas
semanas, como redu¢@o da condutibilidade comprovada em teste eletrofisiologico, e redugio
do didmetro do nervo na area correspondente a localizagdo do tubo, observada em exame
macroscopico durante a necropsia (SMAHEL et al., 1993).

Embora existam técnicas de microcirurgia disponiveis, danos aos nervos periféricos
ainda constituem um problema cirurgico (BERTELLI & MIRA, 1993). As lesGes que
ocorrem em nervos € em outras estruturas do corpo sdo diferentes quanto ao tipo de
reparagdo. Ao contrario do que ocorre com as células nervosas, as demais conseguem reparar
um tecido pela proliferagdo a partir das bordas da ferida, devido a sua capacidade mitotica.
Dessa forma, torna-se necessario definir uma técnica ideal capaz de minimizar o trauma e

reconstituir o microesqueleto do nervo (MEDINACELI & MERLE, 1991).

" BioFill® - BIOFILL Produtos Biotecnolégicos S.A. Rua Albino Silva, 521. Curitiba - PR

2 Tissucol® - Immuno Produtos Biologicos e Quimicos Ltda. Rua Adolfo Lutz, 82. Rio de Janeiro-RJ.



Esta pesquisa teve como principal objetivo fazer uma analise comparativa de trés
técnicas microcirurgicas (sutura convencional com fio mononylon 10-0, tubulagio com
BioFill®' e aplicagio de cola de fibrina - Tissucol®?) com o auxilio de microscopia cirtrgica,
para determinar as respectivas eficiéncias na reparagdo de nervos periféricos (Anexo 1).

Pretende-se verificar a capacidade da cola de fibrina de estabilizar e manter a coaptagédo
dos segmentos proximal e distal do nervo, empregando o menor nimero de pontos possivel
para evitar trauma tecidual, bem como determinar a eficiéncia da bainha em orientar as fibras
em regeneragao a partir do segmento nervoso proximal.

Serdo analisadas as vantagens e/ou desvantagens da utilizagdo do BioFill® como material
empregado na produg@o das bainhas utilizadas nas neuroanastomoses e compara-las com
resultados obtidos com outros materiais, visto que ndo constam relatos sobre a utilizagido de
BioFill® em cicatrizagdo de tecido nervoso periférico. Assim, serd possivel desenvolver
novas alternativas para a técnica microcirigica de reconstrugdo de nervos periféricos, uma vez
que os resultados obtidos com as técnicas atualmente disponiveis ndo foram satisfatorios.

Portanto, com o emprego de BioFill® para a tubulagdo de nervos periféricos,
pretende-se melhorar a orientagio axonal e limitar o tamanho do neuroma, sem provocar
restricdo do edema normal do tecido apds a reparagdio, € conseqiientemente, causar
compressdo do nervo.

As vantagens e desvantagens das técnicas empregadas neste estudo de reparagdo de
nervos periféricos serdo apresentadas com base nos resultados morfologicos obtidos através
de microscopias Optica e eletronica e técnica de fibras desfiadas.

Um avango na microcirurgia de nervos, tormando-a mais simples, seria de grande valor

para a Medicina Veterinaria, principalmente na cirurgia de pequenos animais, devido a alta



freqiiéncia de lesdes de nervos periféricos em traumatologia, as quais resultam em perda da

fungdo do nervo, levando a amputagdo na maioria dos casos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Formacdo do sistema nervoso periférico

O sistema nervoso periférico (SNP) é formado pelos troncos nervosos, células
ganglionares e terminagdes nervosas. Os troncos nervosos sdo formados por fibras motoras que
deixam o sistema nervoso central (SNC) para inervar varios oOrgdos efetores, e por fibras
sensoriais originadas de varias terminagdes nervosas espalhadas pelo corpo. A informagdo
transportada pelos troncos nervosos pode ser aferente ou eferente ao SNC. As fibras motoras ou
eferentes possuem os corpos celulares na substéncia cinzenta da medula espinhal ou no tronco
encefalico, sdo responsaveis pela inervagio dos orgdos efetores. As fibras sensoriais ou aferentes
emergem de terminagdes nervosas distribuidas de forma generalizada por todo o organismo. Tais
terminagGes recebem estimulos referentes a dor, pressdo, temperatura e, quando localizadas nos
musculos, tenddes e capsulas articulares, sdo responsaveis pela propriocepgdo geral. A
propriocepgdo diz respeito a alteragdes da tensio € do grau de estiramento dos musculos, dos
tendoes e das capsulas articulares. Esses neuronios fornecem informagdo sobre a posi¢do do
corpo e da posi¢@o de uma parte do corpo em relagio a outra (BANKS, 1991).

Os nervos periféricos sdo formados pelos nervos cranianos e espinhais € seus ramos, ou
seja, nervo periférico € qualquer tronco ou ramo nervoso situado fora do SNC. Representam a
principal via pela qual o encéfalo e a medula espinhal estabelecem comunicagdo com o resto do

corpo (GARTNER & HIATT, 1997, CROSSMAN & NEARY, 1997).



22 Histologia de nervo periférico

De acordo com BANKS (1991) os nervos periféricos sdo agregados de axdnios que ligam
o cérebro, o tronco encefalico e a medula espinhal a periferia do corpo.

Os nervos sdo formados por feixes de axdnios ou fibras nervosas chamados fasciculos,
que se encontram envoltos por uma fina camada de tecido conjuntivo conhecida como perineuro
(A). Existe ainda uma outra camada de tecido conjuntivo que compreende a camada mais externa
e envolve o nervo completamente, chamada de epineuro (B). Normalmente, um fasciculo é
composto tanto por axdnios motores quanto sensitivos, os quais podem ser mielinizados ou néo-
mielinizados. A unidade basica do nervo periférico € o axonio (C) associado as células de
Schwann (D), e cada uma dessas unidades é revestida pelo endoneuro (E) (MIDGLEY &
WOOLHOUSE, 1968; WISE et al., 1969; BROWN, 1972; GIBSON & DANILOFF, 1989,
ARRUDA & MENESES, 1999). Conforme BANKS (1991), o endoneuro € um tecido conjuntivo
que contém numerosos capilares e que se estende da superficie das células de Schwann até a
camada interna das células perineurais. (Figura 1).

Considerando um nervo seccionado transversalmente, 22 a 88 % da sua area corresponde
a tecido conjuntivo. Em nervos periféricos, o tecido conjuntivo esta representado por trés
camadas: epineuro, perineuro e endoneuro (GIBSON & DANILOFF, 1989). Segundo BANKS
(1991), essas camadas contribuem para a elasticidade que evita a sua ruptura durante os
movimentos.

O epineuro ¢ o revestimento encontrado externamente ao perineuro, constituido por tecido
conjuntivo, fibras colagenas e vasos sangiiineos e linfaticos (CAVANAGH, 1990a). Conforme
GIBSON & DANILOFF (1989), o epineuro ¢ a camada mais externa de tecido conjuntivo que

recobre todo o nervo, possui extensdes que se fundem ao perineuro e separam os fasciculos. O



tecido epineural ¢ frouxamente aderido ao tecido circundante e, por isso, a mobilidade do nervo €
limitada. E o tecido usado para manipular o nervo durante o seu reparo e, normalmente, é o local

onde os pontos de sutura sdo colocados.
RN
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Figura 1 — Estrutura d n;vo pen'f"érico.

O forame intervertebral ¢ considerado o limite anatdmico entre a pia-mater do SNC e o
perineuro do SNP. Além de serem revestidas por uma membrana basal, as células perineurais sao
unidas por firmes jungOes intercelulares, conferindo ao perineuro a capacidade de atuar como
uma membrana protetora € controlar o ambiente interno dos fasciculos, impedindo assim a
penetracdo de agentes toxicos e infecciosos. Esta funcdo protetora pode estar diretamente
relacionada ao numero de camadas de células e, por isso, quanto menores 0s nervos periféricos,
mais vulneraveis serdo a infecgdes. Além disso, foi provado que esta membrana possui enzimas

de desfosforilagdo, principalmente a adenosina trifosfatase (ATPase), S-nucleotidase, creatina



fosfatase e glicerofosfatase. Isso indica fungio de barreira hematonervosa metabolicamente ativa,
visto que a ATPase fornece energia para transporte ativo, permitindo que as células assumam o
controle da difus3o i6nica. Portanto, uma das fungdes fisiologicas do perineuro € manter uma
concentragdo adequada de ions no meio onde sdo encontradas as fibras nervosas, mantendo o
SNP em um ambiente independente dos demais fluidos tissulares, funcionando como uma
barreira contra a difusdo de substancias intrafasciculares para o espago extrafascicular e vice-
versa (SHANTHAVEERAPPA & BOURNE, 1963, 1966, OLSSON & KRISTENSSON, 1973;
LUNDBORG, 1975; CAVANAGH, 1990b).

Segundo GIBSON & DANILOFF (1989), o endoneuro recobre grupos de axonios ndo
mielinizados e ax6nios mielinizados individualmente. Confere resisténcia ténsil ao nervo e a
pressdo axonal interna. De acordo com GARTNER & HIATT (1997), o endoneuro € um tecido
conjuntivo frouxo constituido por uma fina camada de fibras reticulares, raros fibroblastos,
macrofagos, capilares e mastécitos perivasculares no liquido extracelular. Estd em contato com a
lamina basal das células de Schwann.

O perineuro ¢ a camada média das tinicas de tecido conjuntivo que revestem o nervo
periférico. E uma membrana formada por varias camadas de células epiteliais poligonais
achatadas, que recobrem os fasciculos nervosos de todo o sistema nervoso periférico (SNP)
individualmente. Essa membrana € a continuag@o direta da pia-mater que se estende do sistema
nervoso central (SNC) até as terminagOes nervosas motoras ou sensoriais, sendo que nas
terminagdes dos nervos motores, o epitélio perineural forma um funil envolvendo e recobrindo a
placa motora, enquanto nos nervos sensoriais 0 mesmo epitélio forma uma capsula dando origem
aos corpusculos de Meissner, Paccini, Krause, etc. (SHANTHAVEERAPPA & BOURNE, 1963,

1966, GIBSON & DANILOFF, 1989; BANKS, 1991; GARTNER & HIATT, 1997).



Tanto o epineuro quanto o perineuro possuem fibras colagenas alinhadas e orientadas
longitudinalmente, para evitar dano pelo estiramento exagerado do feixe nervoso (GARTNER &
HIATT, 1997).

O espago endoneural é interno ao perineuro e contém as fibras nervosas, o leito vascular,
fibras colagenas com didmetro pequeno, mastocitos e uma matriz constituida por glicoproteinas
supostamente produzidas pelas células endoneurais, pelos fibroblastos ou pelas células de
Schwann. Além de lubrificar as fibras nervosas para que elas deslizem durante o movimento do
corpo, essa matriz € responsavel pela manuten¢do do ambiente i6nico das fibras nervosas
favoravel a condugéo do impulso nervoso (CAVANAGH,1990b).

De acordo com MILLESI (1979), quando se observa a sec¢do de um nervo, sdo
distinguidas 3 formas basicas de arranjamento fascicular: a) Monofascicular: quando um
fasciculo grande predomina na visualizagdo de uma secgdo transversal do nervo, podendo existir
outros fasciculos minusculos e sem importancia anatdmica, um exemplo é o nervo facial; b)
Oligofascicular: € o nervo constituido por poucos fasciculos grandes, por exemplo, nervos ulnar e
radial; ¢) Polifascicular: este tipo de nervo pode ou ndo apresentar organizagdo em agrupamentos
de fasciculos pequenos, constituidos por fibras com fungio semelhante. O nimero e o tamanho

dos fasciculos contidos em cada grupo pode variar.

2.2.1 Neurénios

Tanto a dimensdo quanto a forma das células nervosas sdo extremamente variaveis. O
tamanho do corpo celular varia dependendo da localizagdo e da fungdo, por exemplo, os corpos
celulares de algumas células nervosas do cerebelo podem medir 4 a 5 um de didmetro, enquanto

os corpos celulares dos neurdnios motores podem medir até 150 um de didmetro. Igualmente, o
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comprimento e a forma do prolongamento das células nervosas, conhecido como axdnio ou fibra
nervosa, variam. O axonio de um pequeno interneurénio pode ser muito curto e apresentar um
comprimento de fragdo de milimetro, no entanto, um neurénio motor normalmente possui longos
axoOnios que podem ter at€¢ 1 m de comprimento nos seres humanos (CROSSMAN & NEARY,
1997, ARRUDA, 1999).

Devido a essa grande variagdo, os neurdnios podem ser incluidos tanto entre as maiores
quanto entre as menores células do corpo. Um neurdnio tipico é formado por 3 porgdes distintas:
corpo celular, dendritos e axonio (CROSSMAN & NEARY, 1997, GARTNER & HIATT, 1997).

O corpo celular, também conhecido como pericario ou soma, € a porgdo da célula que
contém o nucleo e a maior parte do citoplasma. A sua forma varia de acordo com a sua
localizagdo. O citoplasma do corpo celular possui abundante reticulo endoplasmatico rugoso com
muitas cisternas paralelas, o que representa uma caracteristica dos neuronios. Juntamente com os
poliribossomos, que também estdo espalhados pelo citoplasma, os reticulos endoplasmaticos
formam aglomerados denominados corpos de Nissl. Na regido do corpo celular onde é originado
o axonio, chamado de cone de implantag@o, o reticulo endoplasmatico rugoso da lugar ao reticulo
endoplasmatico liso. Os dendritos sdo prolongamentos curtos que se projetam do corpo celular
especializados em receber estimulos e transmiti-los ao pericario, portanto s3o considerados as
terminagGes sensoriais dos neurdnios. Normalmente, os dendritos possuem multiplas
ramificagdes com suas extremidades arborizadas que aumentam consideravelmente a superficie
celular para que possam receber estimulos de varios neur6nios simultaneamente. Este padrio de
ramificagdo dendritica € caracteristico para cada tipo de neurénio (GARTNER & HIATT, 1997,

ARRUDA, 1999).
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Todos os axdnios, tanto sensoriais quanto motores, mielinicos ou amielinicos, tém a
mesma estrutura geral, sendo que o citoplasma do axonio ¢ formado por 3 elementos essenciais:
microtibulos, neurofilamentos e uma rede ramificada de reticulo endoplasmatico liso. A relagio
de densidade entre microtibulos e neurofilamentos varia de modo a aumentar a concentragio
relativa de neurofilamentos, 8 medida que o axonio se afasta do corpo. Os microtibulos
consistem em proteina tubular polimerizada, sintetizada no corpo celular. Os neurofilamentos sdo
mais numerosos €, quanto maior a sua quantidade, mais circular sera o axdénio. Portanto, os
axonios com maior didmetro tendem a ser mais circulares do que os mais finos. O tamanho da
circunferéncia interfere nas propriedades elétricas do axonio. A rede de reticulo endoplasmatico
liso parece ser responsavel pelo transporte rapido de proteinas com alto peso molecular e pelo
metabolismo do ax6nio (CAVANAGH, 1990b).

Ao longo do neur6nio, existe um movimento intracelular de organelas e substancias,
dependente de energia oxidativa, chamado de transporte ou fluxo axoplasmatico. Esse fluxo pode
ocorre tanto no sentido do corpo celular para a periferia (fluxo anterogrado) quanto da periferia
para o pericario (fluxo retrogrado). Pode ser interrompido por falta de oxigénio, por substancias
inibidoras da gera¢do de ATP, pelo frio e por agentes que despolimerizam os microtubulos. Os
materiais transportados sdo diferentes dependendo das circunstancias ambientais ou metabolicas,
¢ a velocidade com que o transporte ocorre € controlada provavelmente por sinais quimicos. Caso
exista alguma barreira que interfira com esse movimento ao longo do ax6nio, os materiais
transportados ficardo acumulados principalmente na porg¢do proximal e, em menor grau,

distalmente a barreira (CAVANAGH, 1990b; ARRUDA, 1999).
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2.2.2 Células de Schwann

As células de Schwann sdo elementos essenciais para manter a regeneragdo dos axonios a
partir do segmento proximal do nervo, o qual muitas vezes também € chamado de segmento
central, pelo faté de estar conectado ao SNC. Quando um nervo periférico sofre degeneragéo, a
célula de Schwann retém a lamina basal original que envolvia a unidade axdnio-célula de
Schwann, conservando um canal, chamado de banda de Biingner, onde o ax6nio em regeneragdo
deve penetrar para seguir o seu trajeto (BUNGE, 1993; 1994).

O nucleo da célula de Schwann é longo e relativamente fino e quadrado. Quando visto ao
microﬁcépio eletronico, o citoplasma contém uma quantidade moderada de reticulo
endoplasmatico rugoso, polirribossomos, pouca quantidade de aparelhos de Golgi e muitos
microtubulos dispostos longitudinalmente (CAVANAGH, 1990a). Além disso, de acordo com
MORRIS et al. (1972), uma verdadeira célula de Schwann deve possuir uma 1dmina basal e estar
necessariamente associada a 1 ou 2 axénios.

As células de Schwann possuem varias fungdes no tecido nervoso, entre elas a
mielinizagdo, produgio da matriz extracelular do SNP e regeneragio dos axdnios no SNP. A
mielinizagio é regulada pelo contato com os ax6nios (BUNGE, 1993).

As células de Schwann sdo consideradas as células gliais do SNP. Durante o
desenvolvimento, as células de Schwann diferenciam-se em dois grupos antigenicamente,
‘morfologicamente e funcionalmente distintos, a partir de uma popula¢do comum. Quando um dos
tipos de célula de Schwann entra em contato com um axdnio, ela é induzida a formar o
revestimento de mielina, ao passo que o outro tipo de célula de Schwann envolve frouxamente
varios axonios de pequeno diametro. Dessa forma, serdo formadas as fibras mielinicas e

amielinicas respectivamente. Depois da perda de contato com o ax6nio, ambos os tipos de célula
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de Schwann podem diferenciar-se novamente e passam a expressar marcadores caracteristicos de
um estagio inicial de desenvolvimento. Essas células sdo chamadas de reativas. Durante a
regenerag@o e restauragdo do contato com os axonios, as células reativas podem assumir o
fenotipo para mielinizagdo ou ndo-mieliniza¢do. As células de Schwann, da variedade que ndo
forma a bainha de mielina, também recobrem as jungdes neuromusculares, sendo entdo chamadas
células de Schwann terminais. Estudos recentes indicam que as células de Schwann terminais
participam da manuteng@o e da reparagio das sinapses neuromusculares (SON et al., 1996).

As células de Schwann envolvem varios axdnios pequenos ndo mielinizados. A superficie
endoneural da membrana plasmatica da célula de Schwann € envolvida completamente por uma
lamina basal. Embora as células de Schwann das fibras ndo mielinizadas sejam muito
semelhantes aquelas dos axdnios mielinizados, 0 seu citoplasma tem uma pequena area ocupada
por mitocdondrias, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico, mas possui maior densidade de
filamentos intermediarios. Essas células formam as fibras de Remak, as quais formam uma
bainha continua para as fibras ndo mielinizadas (CAVANAGH, 1990a; SUMMERS et al., 1995)
(Figura 2).

BUNGE (1993) sugere que a proliferagdo das células de Schwann durante a sua migragio
e mielinizagdo do SNP também € controlada pelo fator de crescimento glial (GGF).

A célula de Schwann envolve uma parte do axonio de cada fibra mielinizada, formando
uma cobertura espiralada conhecida como bainha de mielina. Ao longo de uma fibra mielinizada
sdo encontrados intervalos regulares entre as células de Schwann conhecidos como nodulos de
Ranvier, que consistem em pequenos intervalos na continuidade da mielina, onde o axénio é

recoberto apenas pela lamina basal da célula de Schwann., e toda a extensio de mielina que se
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estende de um nddulo a outro é chamada de internodo. (GIBSON & DANILOFF, 1989,

ARRUDA, 1990, CAVANAGH, 1990b)

Figura 2 — Fotomicrografia eletronica de raiz dorsal. Células de Schwann (S) envolvendo
axonios mielinizados (A). Fibra de Remak (R). Rato Wistar adulto. 9.000x. Gentilmente

cedida pela Professora Dominguita Lithers Graga (UFSM).

Nos noédulos de Ranvier, ndao ha isolamento pela mielina e os ions extracelulares fluem
livremente através de canais concentrados nesses locais, ou seja, sdo os locais onde ocorrem os
eventos metabolicos e i0nicos responsaveis pela condugdo do impulso nervoso. Como o
intercdmbio de ions fica limitado aos nédulos, ocorre condugdo saltatéria do impulso nervoso ao
longo do nervo, aumentando a velocidade de condugéo do impulso nervoso da fibra. As fibras
nao-mielinizadas ndo possuem bainha de mielina, o que torna a transmissdo do impulso nervoso

mais lenta. Pequenos feixes de axonios amielinicos podem ser envolvidos por uma célula de
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Schwann, mas a bainha de mielina n3o é formada (GIBSON & DANILOFF, 1989, ARRUDA,
1990, CAVANAGH, 1990b).

Conforme CAVANAGH (1990a), a principal fungdo das células de Schwann ¢ produzir e
manter a mielina, a qual fornece resisténcia elétrica, provocando aumento de 1 a 2 m/s na
velocidade de condugdo do impulso elétrico, visto que sua propagag@o ocorre em saltos. Além de
manter a bainha de mielina, a célula de Schwann também € responsavel pela manutengio das
fungdes ibnicas envolvidas com a propagag¢do do potencial de agdo nos nddulos de Ranvier,
porém essa fungdo ainda permanece obscura. Ambas as fungbes, quando prejudicadas por
qualquer tipo de disturbio, resultam em grande diminuigdo ou até interrup¢do da condugio do
impulso nervoso. No entanto, BUNGE (1993) considera a produgio dos componentes da matriz
extracelular, como colageno tipo 1 e III dentro do endoneuro dos nervos periféricos, a principal

fungdo das células de Schwann.

2.2.3 Matriz extracelular

A laminina e a fibronectina sdo duas proteinas bem caracterizadas presentes na matriz
extracelular dos nervos periféricos, € tém a fungdo de estimular o crescimento dos neuritos.
Existe outra proteina encontrada apenas em fibras mielinizadas, concentrada nos noédulos de
Ranvier, chamada de citotactina, responsavel por mediar a interagdo neurdnio-glia (UZMAN et

al., 1989).

2.2.4 Vascularizacao
Varios estudos ja foram feitos com o objetivo de explicar as caracteristicas anatdmicas

dos vasa nervorum, como a sua estrutura e topografia, bem como a relagio entre o suprimento
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sangiiineo e fungao e regeneracdo do nervo. Esse assunto ndo estd completamente esclarecido
rpovavelmente pela falta de técnicas adequadas (LUNDBORG & BRANEMARK, 1968)

Um nervo periférico é uma estrutura bem vascularizada, que possui 2 sistemas
microvasculares integrados mas funcionalmente independentes: um sistema microvascular
extrinseco e outro intrinseco. O sistema extrinseco € composto por vasos que se originam de
artérias e veias da musculatura e do periosteo adjacentes e pelos vasos epineurais, enquanto o
sistema intrinseco € formado pelo plexo vascular fascicular (LUNDBORG, 1975; LUNDBORG
& BRANEMARK, 1968).

Assim sendo, sdo distinguidos 3 tipos de vasos sangiiineos nos nervos periféricos: vasa
nuftritia, vasos epineurais € o plexo intrafascicular. Os vasa nutritia correspondem a vasos
sangiiineos locais que quando alcangam o nervo, dividem-se em ramos proximais e distais que
correm longitudinalmente no epineuro. Os vasos epineurais sio numerosos e alguns deles
atravessam O epineuro e emitem ramos para o tecido conjuntivo interfascicular e para o
perineuro. Esses ramos dividem-se novamente, penetram nos fasciculos e formam o leito capilar
endoneural. As artérias responsaveis pela nutri¢do (vasa nutritia) consistem em corddes de vasos
formados por uma ou mais arteriolas, vénulas e capilares, assim como o plexo vascular
perineural. As arteriolas e vénulas seguem longitudinalmente estabelecendo numerosas
anastomoses. Todo o plexo vascular extrafascicular estd em conexdo com o leito vascular
intrafascicular ou endoneural, que € formado principalmente por capilares (LUNDBORG &
BRANEMARK, 1968).

Quando o nervo é esmagado ou seccionado, a manutengdo do fluxo sangiiineo para o
segmento distal depende do sistema extrinseco, ao passo que o principal suprimento sangiiineo

para o segmento proximal € fornecido pelos vasos sangiiineos intraneurais. Os vasos intraneurais
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sdo impermeaveis ou apresentam pouca permeabilidade, porém algum tipo de trauma pode alterar
a sua permeabilidade, o que permite o desenvolvimento de edema endoneural. Esse tipo de
edema endoneural provoca aumento da pressdo intrafascicular e retarda o fluxo sangiiineo nos
vasos endoneurais, provocando andxia com efeitos secundarios nas fibras nervosas. Além disso, o
edema endoneural interfere com a fun¢ido do nervo, primeiramente por provocar desorganizagio
das fibras nervosas e secundariamente por induzir fibrose e formagdo de tecido cicatricial
(LUNDBORG, 1975).

De acordo com MELLICK & CAVANAGH (1968), a permeabilidade vascular € alterada
apos o trauma devido aos produtos liberados pela desintegragdo quimica dos axOnios em
degeneracdo e da mielina. Tais produtos provocam reagdo inflamatoéria contribuindo para o
aumento da permeabilidade vascular. Adicionalmente, o aumento do nimero de células de
Schwann e da sua atividade metabolica, bem como o aumento da populagdo de outras células no
tecido nervoso durante a degeneragdo Walleriana, resulta em maior demanda metabdlica e
consumo de oxigénio no nervo. Diante de uma situagio onde o fluxo sangiiineo torna-se
insuficiente para a sua demanda metabdlica, a pressdo de oxigénio diminui enquanto aumenta a
pressdo de acido carbonico. Essa alteragdo é responsavel pela vasodilatagdo, menor resisténcia
vascular e aumento do fluxo sangiiineo.

Assim sendo, o leito vascular do nervo deve ser preservado. Quando, porém, necessario, o
nervo deve ser mobilizado e exposto, pois 0 comprometimento da irrigagio sangiiinea local nio é
evidente, visto que a nutrigdo do nervo é mantida de forma satisfatoria pelo sistema colateral
intrinseco bem desenvolvido. Ou seja, a vascularizagdo extranervosa nfio é necessaria, devido a
presenga de vasos interfasciculares nos segmentos nervosos capazes de supri-los. Uma das razdes

para evitar tensio em uma neuroanastomose € 0 comprometimento da microcirculag@o intraneural



18

devido ao estiramento do nervo provocado por tens3o constante. Nesses casos, com o objetivo de
eliminar a tensi3o sobre a area de anastomose, deve ser utilizado enxerto, entretanto, os enxertos
de nervos requerem boa vascularizag@o para evitar fibrose que prejudique a regeneragéo e a boa
orientagdo das fibras nervosas.(LUNDBORG, 1975; MILLESI, 1979, NARAKAS, 1988).

Da mesma forma, LUNDBORG & BRANEMARK (1968) afirmam que mesmo quando o
sistema intrinseco ¢ eliminado, como ocorre em transecg¢des do nervo, a circulagio intraneural é
muito pouco afetada devida a existéncia do sistema extrinseco intacto capaz de suprir a demanda

nutricional do nervo.

2.3 Causas de lesdes em nervos periféricos

A paresia de um ou ambos os membros pélvicos, devido a acidente automobilistico, € uma
entidade clinica bem conhecida na pratica clinica de pequenos animais (CHRISMAN, 1985;
OLIVER et al., 1997). De acordo com GRIFFITHS (1974) e GRIFFITHS et al. (1974), citado
por (VAN NES, 1986), a ruptura ou avulsio de uma ou mais raizes dos nervos espinhais vem
sendo reconhecida na literatura veterinaria como a causa mais comuns de paresia ou paralisia
traumatica de membro pélvico.

Segundo GIBSON & DANILOFF (1989) e GASPARI et al. (1999), lesdes iatrogénicas
sdo freqiientes e podem ser provocadas na remogdo cirurgica de tumores, na colocagdo de pino
intramedular, injegdo, efc. Por esse motivo, € importante que seja feita uma revisio metddica da
anatomia cirurgica.

De acordo com SEDDON (1943), as lesGes traumaticas a nervos periféricos sio
classificadas em 3 categorias de acordo com o grau da injuria: neurapraxia, axonotmesis ou

neurotmesis. Neurapraxia consiste em uma contusio que provoca interrupgdo transitoria da
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condugio dos impuisos nervosos. Normalmente é causada por perda do suprimento sangiiineo
como pode acontecer nos casos de aplicagido de torniquete ou quando ha pressido prolongada que
pode ser provocgda pelo proprio peso do animal durante anestesia. A neurapraxia pode estar
associada com lesdio da mielina mas sem evidéncia de degeneragdio Walleriana. A
desmielinizagdo pode ocorrer se 0s sinais persistirem por mais que alguns dias € a remielinizagdo
ocorre em um periodo de 3 a 4 semanas. Essa € a forma mais leve de dano. Axonotmesis, também
considerada como esmagamento, denota a separagao do axdnio do corpo celular com subseqiiente
degeneragdo da porgdo distal do axdnio e perda da capacidade de condugio de impulsos nervosos
em 3 a 5 dias. A degeneragdo distal a area danificada pode ocorrer em varios axonios, no entanto,
a arquitetura interna geral do nervo € mantida, ou seja, o endoneuro e a bainha de mielina
permanecem intactos. Neurotmesis significa a completa secgdo do nervo onde todas as estruturas
do nervo sdo rompidas podendo resultar em completa degeneragdo dos axOniose das células de
Schwann distalmente a lesdo. A regeneragdo pode ocorrer, mas a formagdo de neuroma €
provavel (GIBSON & DANILOFF, 1989, OLIVER et al., 1997). Geralmente, uma neurotmesis
em cdes e gatos € conseqiiente a fratura pélvica, femoral ou umeral (GIBSON & DANILOFF,

1989).

2.4 Degeneracio de nervos periféricos

A primeira descri¢do detalhada sobre degenera¢do de nervos periféricos foi feita em 1850
por WALLER, citado por UZMAN et al (1989), o qual relata uma sucessdo de alteragbes que
ocorrem nos axonios de um nervo seccionado € passou a ser chamada de degeneragdo Walleriana.
De acordo com UZMAN et al. (1989), mesmo aperfeigoados por mais de um século, os relatos de

WALLER em 1850 permanecem validos, sendo acrescentadas apenas novas informagdes sobre
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alguns aspectos, tais como o tempo em que os eventos celulares ocorrem e as sub-estruturas
celulares envolvidas.

Conforme ARRUDA (1999), quando uma fibra nervosa € lesada, ocorre uma série de
alteragdes tanto proximais quanto distais a lesdo. No corpo celular do axdénio lesado ocorre
cromatolise, que consiste na dissolugdo dos corpos de Nissl, aumento do volume do corpo celular
e deslocamento do nucleo para a periferia da célula. Distalmente a lesdo ocorre destruigdo do
axonio e, no caso de fibras mielinicas, ocorre também desintegracdo da bainha de mielina. Esse
processo ¢ denominado de degeneragdo Walleriana.

Segundo BANKS (1991), uma fibra nervosa isolada da influéncia tréfica do corpo celular,
assume aspecto granulado, rompe-se em fragmentos irregulares e se desintegra. A bainha de
mielina sofre alteragdes semelhantes a fragmentagio da fibra nervosa.

Alteragdes foram observadas por WALLER em 1850, a partir do segundo dia, iniciando
com retragdo da mielina seguida por fragmentagido da mielina e posteriormente dos ax6nios. O
aumento do nucleo, espessamento do citoplasma e divisdes mitéticas representam as primeiras
alteragdes observadas nas células de Schwann. De acordo com RAMON y CAJAL (1928), a
fragmentagdo da bainha de mielina comega em 24 horas apos a lesdo e é observada na maioria
das fibras nervosas no 3° dia.

HOLTZMAN & NOVIKOFF (1965) confirmaram que a degeneragdao Walleriana ocorre
pela degradagdo da mielina e de grande parte do axoplasma, no interior de vaciolos de digestdo
pela agdo da fosfatase acida. No citoplasma da mesma célula de Schwann sdo encontrados tanto
vacuolos autofagicos contendo mielina, quanto vacuolos fagociticos contendo axoplasma. Os
autores acreditam que os vacuolos fagociticos sdo formados a partir de invaginagGes de

pseudopodes das células de Schwann que envolvem o axoplasma.
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Foi descrito por RAMON y CAJAL em 1928 o aumento do citoplasma das células de
Schwann e do numero de nucléolos no 3" dia apos a lesdo, sendo observado o inicio das mitoses
no 4 dia.

Segundo WALLER, citado por UZMAN et al. (1989), ap6s a degenerag@o do axoplasma,
sdo observadas células de Schwann proliferadas com aspecto vacuolizado, que regridem
deixando um canal central com a finalidade de receber os axdnios em regeneragdo. Esses canais
formados por células de Schwann constituem as bandas de Biingner.

Lesdes em nervos periféricos também provocam alteragdes degenerativas retrogradas nas
células nervosas (BROWN, 1972, ARRUDA, 1999). CAVANAGH (1990b) descreve essas
alteragdes degenerativas que progridem retrogradamente em direg¢do ao corpo celular, como
fendmeno dying back. Essas altera¢Oes retrogradas que constituem o fendmeno dying back sio
caracteristicas de desordens que afetam o corpo celular e prejudicam o suprimento de energia
para o axonio, como nas neuropatias toxicas e nos distirbios de deficiéncia.

Esse fendmeno recebe tal denominagio porque, quando o corpo celular € lesado e passa a
ser metabolicamente incompetente para manter seus longos prolongamentos, as primeiras
alteragdes sdo manifestadas pela porgao mais distal do axonio. Portanto, os axdnios com grande
diametro e comprimento estdo mais predispostos a sofrer degeneragdo mais cedo, devido a sua
grande demanda de energia (CAVANAGH, 1990b, SOUZA, 1993). A degeneragio retrograda foi
relatada por SOUZA et al. (1996) ap6s intoxicagdo por haloxon. Primariamente foram afetadas as
fibras mais largas a partir da extremidade distal do nervo, até que os fasciculos fossem

inteiramente afetados.
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No entanto, ja que a porg@o proximal do axénio mantém a sua continuidade com o corpo
celular do neurdnio, logo comega a regenerar, sendo que os novos ramos do axonio, chamados de

neuritos, emergem a partir do coto nervoso (BANKS, 1991).

2.5 Regeneracio de nervos periféricos

Os neurdnios sdo células permanentes, isto €, sdo células que ndo possuem capacidade de
multiplicagdo e a destruigdo do corpo celular representa uma perda irreversivel. Entretanto, o seu
axonio pode regenerar-se. Por isso, quando um nervo € seccionado, ocorrem alteragdes
degenerativas seguidas de uma fase de reparagdo. Ao contrario dos neurdnios, as células de
Schwann sdo dotadas de grande capacidade de proliferagio (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1995).

Uma caracteristica excepcional dos nervos periféricos € a sua capacidade de regeneragdo
ap6s sofrer uma lesdo. Essa propriedade € essencial para que o SNP ndo tenha a sua fungdo
prejudicada pelas pequenas injurias as quais esta exposto diariamente, ¢ que devem ser reparadas.
E possivel distinguir duas fases durante a regeneragdo de um nervo periférico: a) crescimento,
que consiste na chegada e conexio de axdnios novos com o tecido do coto distal; b)
reconstituigdo, quando o nimero, o didmetro e a medulagdo das fibras sido restaurados
(CAVANAGH, 1990; GUTMANN & SANDERS, 1943).

A transsec¢d@o de um nervo resulta em dois segmentos ou cotos, um proximal e outro
distal. O segmento proximal freqiientemente regenera porque mantém contato com o pericario,
também chamado corpo celular, enquanto o segmento distal degenera totalmente e acaba por ser
reabsorvido, caso ndo ocorra reparagdo. Enquanto o axdnio e a bainha de mielina do segmento

distal degeneram e sio reabsorvidos por macréfagos, as células de Schwann proliferam formando
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colunas compactas, que servem de guia para os axOnios que crescem do segmento proximal.
Quando o espago entre esses dois segmentos € grande, as fibras nervosas crescem ao acaso,
formando uma dilatagﬁo dolorosa conhecida como neuroma (THOMAS, 1966, UZMAN et al,,
1989, CAVANAGH, 1990b).

De acordo com WISE et al. (1969), o crescimento dos axdnios, motores € sensitivos,
através da area anastomotica € o seu direcionamento para os respectivos canais de Schwann do
segmento distal até as terminagdes nervosas, determina o grau de recuperagdo do nervo. Para
SANDERS & YOUNG (1944), o processo de regeneragdo de um nervo sera completado somente
se ocorrer produgdo de fibras nervosas comparaveis em numero e tamanho aquelas presentes em
um nervo normal.

A ponta ou extremidade de um neurito em regenerag¢do consiste em uma membrana ativa
que esta em constante movimento, contém mitocondrias que fornecem energia, pequenas
vesiculas, citoplasma e microfilamentos. Os neurofilamentos e os microtibulos “empurram” a
ponta em progressdo, favorecendo o crescimento do nervo. Essa ponta cresce aproximadamente 1
a 2 mm por dia, na mesma propor¢do do movimento das estruturas do citoesqueleto; no entanto,
essa taxa de crescimento pode cair substancialmente em longas distdncias (ERHART, et al,
1975; CAVANAGH, 1990b).

Segundo BARRON (1989), o coto do axdnio seccionado que permanecé conectado ao
corpo celular origina, em média, 4 a 8 processos regenerativos, sendo que normalmente, um
brotamento sobrevive estendendo-se como um novo segmento axonal distal ao local da leséo.

MORRIS et al. (1972) afirmam que todos os neuritos em regeneragdo sdo ramos,
colaterais ou terminais, de um axdnio mielinizado original e formam grupos que seriam mais

apropriadamente chamados de “unidades de regeneragdo”. Portanto, a atividade regenerativa de
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um unico axonio € expressa por grupos constituidos por varios novos axonios. Esta afirmagio é
confirmada pela persisténcia de um revestimento de ldmina basal, que envolve todo o grupo de
axonios. SANDERS & YOUNG (1944) refor¢cam essa explicagdo pois constataram um aumento
consideravel do mimero de fibras no segmento periférico, indicando que as fibras nervosas
centrais ramificam para preencher os tubos de Schwann e restabelecer a conexéo.

Além disso, esses mesmos autores observaram que o namero de lamelas de mielina em
axonios regenerados aumenta progressivamente com o tempo, depois da sec¢do de um nervo
periférico. Todavia, esses axonios ndo chegam a apresentar o mesmo numero de anéis de mielina
que os axdnios mielinizados de nervos normais € com o mesmo calibre possuem.

A reparagdo de um nervo puro (sensitivo ou motor) é mais simples que a reparagdo de um
nervo misto e geralmente apresenta melhor recuperagdo funcional (BROWN, 1972; MIDGLEY
& WOOLHOUSE, 1968). Conforme JUNQUEIRA & CARNEIRO (1995), “a eficiéncia
funcional da regeneragdo depende de as fibras ocuparem as colunas de células de Schwann. Num
nervo misto, por exemplo, se as fibras sensitivas regeneradas ocuparem colunas destinadas as
placas motoras do misculo estriado e que antes estavam ocupadas por fibras motoras, a fungio
do musculo n3o sera restabelecida”. Dai a importancia de uma precisa e estavel coaptagido dos
fasciculos de um nervo que sofreu secc¢do, e isso € conseguido com neuroanastomose. Segundo
MEDINACELI & MERLE (1991), “a substitui¢do desorganizada de um ax6nio motor por um
sensitivo pode restaurar alguma mobilidade rudimentar ou alguma sensibilidade n3o refinada”.
Entretanto, a insuficiéncia ‘dessas reparagdes torma-se Obvia quando se trata de musculos

responsaveis por movimentos precisos.
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Diante dessas consideragdes e do exposto por SANDERS & YOUNG (1944), é justificada
a melhor regeneragdo nos casos de esmagamento de nervos, pois muitas ou todas as fibras
centrais permanecem conectadas com os seus tubos periféricos correspondentes.

De acordo com UZMAN et al. (1989), para que ocorresse total restauragao da fun¢do apos
a secgdo de um nervo periférico, seria necessario fazer o emparelhamento exato das extremidades
de cada fibra. Por essa razdo, o uso normal e coordenado de musculos reinervados por um nervo
anteriormente seccionado é praticamente impossivel. Para BRAUN (1966), a recuperagdo da
funcdo motora € variavel e depende muito do local e da extensdo de lesdo, bem como da técnica
empregada para reparagao.

Além desses fatores que podem influenciar o sucesso da regeneragdo de nervos
danificados, também s3o mencionados por BROWN (1972), MILLESI et al. (1972) e
VUORINEN et al. (1995), o tipo de nervo, idade do paciente, presenca de lesdes associadas e
infecgdo local, entre outros. De acordo com CARLSTEDT & NOREN (1995), o fator tempo-
distancia influencia grandemente a regeneragio do nervo. Para eles, uma distancia muito longa,
através da qual as fibras nervosas precisam regenerar-se, ¢ desfavoravel para a recuperagéo final
da fungdo.

De acordo com STENSAAS et al. (1989), o objetivo central da reparagdo de nervos é
proporcionar a unido entre fasciculos correspondentes para que as fibras nervosas em regeneragao
consigam atravessar a area de descontinuidade endoneural sem errar o trajeto e perderem-se no
epineuro da borda da lesdo. Sabe-se que o crescimento extrafascicular das fibras nervosas resulta

na formagio de neuroma.
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2.5.1 Células envolvidas

2.5.1.1 Células de Schwann

As células de Schwann circundam todos os axonios situados fora do SNC. Durante o
desenvolvimento, devido ao aumento da atividade funcional, os ax6nios em maturagdo aumentam
o seu didmetro e quando atingem aproximadamente 0,5 pm de didmetro, s3o envolvidos por uma
série de células de Schwann que se dispdem em intervalos regulares, formando os internodos.
Durante o desenvolvimento, cada célula de Schwann prolonga-se, formando uma espiral com dez
ou mais camadas ao redor do ax6nio e dando origem a bainha de mielina. Cada segmento
separado de mielina é conhecido como internodo, e o espago entre dois internodos consecutivos é
conhecido como nodulo de Ranvier. Este processo, que ocorre durante o crescimento, é chamado
de mielinizagdo e consiste em um processo continuo durante muitos anos até o final do
crescimento (CAVANAGH, 1990a).

De acordo com CAVANAGH (1990b), a célula de Schwann esta sempre disponivel para
reparar uma perda de mielina, desde que o processo causal seja tratado. Estas células sdo
raramente destruidas, apenas a sua capacidade para manter a bainha de mielina é prejudicada.
Mesmo quando todo o internodo € destruido, a célula de Schwann remanescente divide-se, dando
origem a um nimero suficiente de células para preencher o intervalo resultante da perda de
mi.elina internodal. Porém, quando apenas uma parte do internodo degenera, deixando um
intervalo maior que 15 pum de comprimento, uma nova célula é necessaria para preencher o
espago, formando um pequeno internodo. Caso a falha produzida pela injuria seja inferior a 15
um, a célula de Schwann ja existente € capaz de estender-se para cobrir a regido paranodal

danificada.
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Conforme VISOZO (1950), citado por CAVANAGH (1990b), a caracteristica que
confirma remielinizagdo durante a vida de um individuo € a presenga de numerosos internodos
pequenos que sdo freqiientemente encontrados em nervos de individuos idosos, constituindo-se
em forte evidéncia de que houve regeneragio.

Essa formag&o da bainha de mielina foi comprovada por CAVANAGH (1990a) através de
eletromicrografia de sec¢do transversal de fibras mielinizadas, onde foi possivel reconhecer a
estrutura em espiral da mielina, ¢ a existéncia de um mesax6nio ligando a superficie da
membrana plasmatica do axonio a primeira volta da bainha de mielina.

O’DALY & IMAEDA, em 1967, descreveram a regeneragdo do axonio quando visto ao
microscopio eletronico e revelaram que cada ax0nio se regenera a partir da formagio de um broto
axonal, que € composto por muitos processos semelhantes a dedos que pressionam ou
“empurram” a superficie proximal da célula de Schwann com a suas pontas, provocando a
invaginagdo da membrana da célula de Schwann e a formagdo de mesaxdnios. Sendo assim,
pode-se considerar que mesaxonios consistem de pregas, dobras ou invaginagdes dos
brotamentos axonais na célula de Schwann, que ligam a superficie lateral dessas células aos
ax6nios. Durante as voltas em espiral dos mesaxonios, as superficies internas da membrana da
célula de Schwann unem-se formando lamelas, enquanto a superficie externa da membrana da
voltas ao redor do axdnio, que estara completamente envolvido por varias lamelas de mielina,
constituindo dessa forma a bainha de mielina, em 3 a 4 semanas.

Segundo ARRUDA (1999), as células de Schwann encontradas no SNP formam uma
goteira ou sulco inicial que contém o ax6nio, e o fechamento dessa goteira leva a formagio do

mesaxonio.
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Quando um nervo sofre lesdo, observa-se degeneragdo completa e fagocitose dos axdnios
e da bainha de mielina no segmento distal. Entretanto, as células de Schwann continuam a
multiplicar-se, formando colunas continuas, conhecidas como bandas de Biingner, que tém a
finalidade de conduzir os ax0nios em regenera¢do para os respectivos Orgios terminais. Além
disso, as bandas de Biingner servem como fonte de células para futura mielinizagdo dos ax6nios
regenerados. Logo que um axdnio em regeneragdo penetra na banda de Biingner, as células de
Schwann iniciam a mielinizag@o, antes mesmo que o 6rgdo terminal seja alcangado (WISE et al.,
1969).

Segundo JURECKA et al. (1975), apos a transec¢do de um nervo, a membrana basal
remanescente forma os tubos de Schwann dentro dos quais normalmente sdo encontradas fileiras
de células de Schwann que podem estar envolvidas por uma nova membrana basal comum. Na
extremidade proximal sdo vistos numerosos brotamentos axonais invaginando o citoplasma das
células de Schwann.

Para DAVENPORT et al. (1937), uma vez que o axénio tenha atravessado a linha da
anastomose em dire¢do ao segmento distal, 0 seu crescimento e a mielinizagdo ocorrem quase
simultaneamente.

No segmento proximal, ocorre um curto periodo de degeneragdo moderada e reversivel
dos axdnios, seguido de uma fase de crescimento através da area anastomotica, numa tentativa
dos axdnios de penetrar nos canais de Schwann do segmento distal, também chamados de bandas
de Biingner (WISE JR et al., 1969). Esses canais de Schwann sdo considerados por SOUZA et al.
(1996), células de Schwann proliferadas que se espalham por baixo da antiga 1dmina basal.

Conforme UZMAN et al. (1989), a manuten¢do da continuidade da lamina basal é muito

importante para guiar ou orientar os brotos axonais durante a regeneragio.
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Segundo O’DALY & IMAEDA (1967), o processo de regeneragdo caracteriza-se pela
mitose das células de Schwann e pelo crescimento de brotos axonais, que atravessam essas
células e ficam envolvidos por elas.

A proliferagdo das células de Schwann, tanto in vivo quanto in vitro, pode estar sob
controle do fator de crescimento neural (NGF) e de um ou mais componentes da matriz
extracelular, visto que as células de Schwann apresentam uma resposta mitogénica, ou seja, a sua
prolifera¢do pode ser estimulada quando entram em contato com neuritos pertencentes a
segmentos conectados ao SNC, como axolema, mielina e até alguns componentes da membrana
basal (UZMAN et al., 1989).

Apos completa transec¢do do nervo, o intervalo entre as extremidades transeccionadas
constitui um obstaculo para a conex@o dos ax6nios em regeneragio com as bandas de Biingner
apropriadas do segmento nervoso distal, e resulta em acimulo de neuritos e tecido conjuntivo que
aumenta em tamanho e frequentemente torna-se doloroso, chamado neuroma de amputagdo
(AITKEN, 1949; CAVANAGH, 1990a).

Conforme estudos feitos por RAMON y CAJAL desde 1905 e 1913, o neuroma é um
grande emaranhado encapsulado que se desenvolve na extremidade do coto proximal, devido ao
trajeto tortuoso seguido pelos brotos axonais, caso ndo encontrem as bandas de Biingner no
segmento distal. Para AITKEN (1949) e GIBSON & DANILOFF (1989), o neuroma é uma
proliferagio desorganizada das fibras nervosas e do tecido conjuntivo, que impede a chegada
dessas fibras ao final dos tubos de Schwann. Assim sendo, o contato com o 6rgio periférico
terminal ndo € estabelecido

De acordo com CAVANAGH (1990b), um neuroma ocorre quando existe um intervalo

entre as extremidades de um nervo seccionado que impede a penetragdo dos axonios em
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crescimento no segmento distal do nervo. Dessa forma, os axdnios nio encontram 0s canais
formados pelas células de Schwann e perdem-se em tecido conjuntivo.

As células de Schwann sé@o circundadas, em toda a sua extensdo por uma membrana basal,
€ externamente é ela encontra-se uma camada de fibras colagenas com pequeno diametro, que
forma uma bainha distinta conhecida como bainha de Plenk-Laidlaw. Esta € uma parte da matriz
de colageno do endoneuro, e o tropocolageno necessario a sua formagdo provavelmente €
secretado pelas células de Schwann . E por isso que em casos de esmagamento ndo se desenvolve
neuroma, pois além da presenga da membrana de Plenk-Laidlaw, a membrana basal das células
de Schwann permanece integra, favorecendo o crescimento dos brotos axonais em diregdo aos
canais apropriados, que 0s guiardo para os seus orgaos terminais (CAVANAGH, 1990a).

LUNDBORG et al. (1982b), baseados na hipotese de existir uma matriz no interior das
bandas de Biingner, a qual apresenta propriedades que favorecem o alongamento axonal, s3o do
parecer que a multiplicagdo das células de Schwann, a partir do coto distal, é essencial para o
sucesso da regenerag@o dos axonios proximais.

As colunas de células de Schwann estendem-se a partir do coto distal do nervo e
atravessam uma estrutura de tecido conjuntivo, provavelmente de origem perineural e
endoneural, constituida principalmente por vasos sangiiineos , fibroblastos, fibrilas de colageno e
macrofagos (THOMAS, 1966).

De acordo com GUTMANN & SANDERS (1943), o tamanho final das fibras do
segmento periférico € influenciado pelo tamanho dos tubos formados pelas células de Schwann.
Tendo isso em vista, os autores concluiram que a reparagdo de nervos motores apresenta
melhores resultados do que a repara¢do de nervos sensoriais porque os tubos dos nervos motores

sdo mais largos. Portanto, uma fibra motora tem mais possibilidade de penetrar em um tubo
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motor largo para estabelecer conexdo com o seu Orgdo terminal e, finalmente, chegar a
maturagao.

Segundo SON et al. (1996), as células de Schwann formam pontes ligando as
extremidades doé segmentos proximal e distal do nervo seccionado. Essas células recebem sinais
de neurdnios motores e fibras musculares que influenciam a sua expressdo génica € 0 seu
comportamento. Por sua vez, as células de Schwann regulam o crescimento e a onientagdo dos

brotamentos axonais, aspectos de fundamental importancia para uma boa regeneragio do nervo.

2.5.1.2 Células perineurais

Durante o estagio regenerativo, as células perineurais proliferadas aumentam as suas
organelas citoplasmaticas e preenchem os intervalos deixados pela passagem dos macrofagos.
Uma vez terminada a multiplicagdo das células de Schwann, seguida por remielinizagdo dos
axOnios regenerados, as células perineurais tornam-se mais finas, os seus componentes
citoplasmaticos diminuem e finalmente essas células apresentam aparéncia semelhante ao normal

(VUORINEN et al, 1995).

2.5.1.3 Outras células

Apbs uma semana da ocorréncia de uma lesdo em nervo periférico sem tentativa de
reparo, foram observados fibroblastos, macrofagos, mastocitos e células semelhantes a
monocitos. Os fibroblastos representam a maioria das células encontradas na extremidade do
segmento nervoso distal. Essas células sdo alongadas e emitem processos longos e estreitos, sdao
distinguidas pela auséncia de membrana basal e por possuirem grande quantidade de reticulo

endoplasmatico rugoso, disposto paralelamente. Macrofagos também sdo encontrados com
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freqiéncia. Sao células que nd3o possuem membrana basal e caracterizam-se por possuirem
microvilos enrugados. No seu interior, sio vistos vacuolos contendo restos celulares e fragmentos
de mielina. Provavelmente, os macrofagos observados apos lesdo de nervo periférico sao

derivados de leucocitos sangiiineos (THOMAS, 1966).

2.6 Fatores de Crescimento

No inicio do século, RAMON y CAJAL ja supunha que os segmentos distais em
regeneragdo liberam uma substancia difundivel responsavel tanto pela atragdao quanto pela
orientagdo de axonios em crescimento, orientando-os para as suas terminagdes, motoras ou
sensoriais. Esses fenomenos foram denominados pelos autores de quimiotropismo e
neurotropismo, respectivamente. Sendo assim, pode-se dizer que neurotropismo consiste na
capacidade que o coto distal possui de influenciar favoravelmente o crescimento dos axonios a
partir do coto proximal.

No entanto, YOUNG et al. (1940) acreditavam na existéncia de alguma influéncia
estimuladora e atrativa exercida pelo segmento proximal do nervo sobre as células de Schwann,
que proliferam a partir do segmento distal. Poucos anos depois, GUTMANN & SANDERS
(1943), propuseram a existéncia de fatores periféricos que determinam o didmetro final das fibras
nervosas do segmento proximal. Entretanto, conforme YOUNG & MEDAWAR (1940), o
didmetro das fibras nervosas regeneradas depende do didmetro do tubo formado pelas células de
Schwann no qual penetram as fibras em regenerag@o.

Essa influéncia esta relacionada a existéncia de fatores neurotropicos, que tém a funcio de
atrair as fibras nervosas, e fatores neurotroficos, os quais favorecem a sobrevivéncia e a

diferenciagdo dos neuronios. Além disso, o brotamento dos axonios é estimulado pelos fatores
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neuritogénicos, que podem afetar eventos metabdlicos ou a armagdo do citoesqueleto na
superficie da célula. Alguns fatores neurotroficos sdo neuritogénicos, como o fator de
crescimento neural (UZMAN et al., 1989).

O fator de crescimento neural (NGF) é o fator neurotréfico melhor caracterizado e sua
importancia fisiologica ja foi demonstrada. Esse fator € sintetizado pela célula alvo, ou seja, pela
célula que deve ser alcangada. O NGF liga-se a receptores especificos terminais do nervo em
regeneragio, ¢ em seguida interiorizado e chega ao corpo celular por transporte retrogrado, para
entdo exercer efeito direto na regeneragdo do nervo. A sua agdo no corpo celular ainda néo foi
totalmente esclarecida (UZMAN et al.; 1989).

S3do reconhecidos dois tipos de moléculas receptoras do NGF de superficie celular:

- Tipo I - apresenta alta afinidade e forma de dissociagdo lenta,
- Tipo II - € o tipo encontrado na célula de Schwann, possui baixa afinidade e forma de
dissociagao rapida.

A pesquisa desse fator de crescimento neural tem sido realizada tanto em nervos em
desenvolvimento, onde HEUMANN et al. (1987) observaram que todas as células de Schwann do
nervo ciatico de ratos recém-nascidos expressaram o NGF, quanto em nervos transeccionados, €
verificaram que, depois de transeccionadas, as células de Schwann re-expressam os receptores de
NGF.

A regulagdo do RNA mensageiro de codificagdo do NGF e das suas proteinas receptoras
foi analisada em nervo ciatico de rato, tanto em desenvolvimento quanto em regeneragao.
Concluiu-se que os niveis de RNA mensageiro caem gradativamente apds o nascimento,
enquanto que depois de uma transec¢do do nervo, os niveis de RNA mensageiro, tanto para o

NGF quanto para os seus receptores, aumentam no segmento distal do nervo. A medida que os
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axdnios em regeneragao penetram no segmento distal, os niveis de RNA mensageiro para o NGF
e para os seus receptores sio reduzidos (HEUMANN et al., 1987).

As moléculas de adesdo celular (CAM) encontradas na superficie celular normalmente sdo
glicoproteinas que tem a fungdo de se ligar a outra molécula de proteina igual ou semelhante.
Assim sendo, essas moléculas influenciam a agregag@o celular e a histogénese em geral. No SNP
essas moléculas favorecem o crescimento dos neuritos € a organizagdo fascicular durante o
desenvolvimento. As CAMs interagem com as moléculas de aderéncia do substrato (SAM), mas
o mecanismo dessa interagdo ainda ndo foi esclarecido. A importancia das SAMs é explicada
quando se considera a existéncia de anticorpos especificos que podem ser marcados e dessa
forma, os substratos nos quais os axdnios ou as unidades axonio-célula de Schwann crescem,

podem ser tragados (UZMAN et al., 1989).

2.7 Técnicas cirurgicas para correcio de defeitos nos nervos periféricos

A reparagio de nervo periférico tem 2 objetivos: restabelecer a continuidade fisica entre
fasciculos correspondentes, e maximizar o crescimento axonal através da lesdo. Os métodos
disponiveis para neuroanastomose permitem a unido dos constituintes neurais mas n3o asseguram
o crescimento organizado através do local da lesdo, podendo resultar em regeneragdo axonal
extrafascicular constituindo um neuroma. O crescimento desordenado das fibras nervosas no
tecido conjuntivo epineural, além de diminuir a eficacia da regenerag@o através da area lesada,
resulta em parestesia e dor.

Segundo BURKE & O’BRIEN (1978), o advento do microscOpio cirargico € o
aperfeicoamento do material de sutura proporcionou aumento do nimero de trabalhos

experimentais e clinicos sobre reparagdo de nervos periféricos.
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As primeiras tentativas para restaurar nervos sem utilizar sutura foram feitas com adesivo
constituido por plasma. Entretanto, a resisténcia ténsil dos coagulos era baixa, resultando em alta
freqiéncia de deiscéncias. Os adesivos sintéticos testados provocavam reag¢do inflamatoéria que,
normalmente, resultava em necrose das fibras nervosas. A reparagdo satisfatoria de nervos por
meio do uso de adesivo foi obtido apos a utilizagdo da cola de fibrina (GIBSON & DANILOFF,
1989).

Segundo STOPIGLIA & ERHART (1987), a idéia de que lesGes nervosas periféricas
antigas eram irreversiveis e irreparaveis foi abolida com o uso de técnica microcirurgica
adequada. Segundo esses autores ¢ ERHART & FERREIRA (1975), o microscopio cirurgico
permite que seja usado material de sutura muito fino e instrumental cirurgico delicado,
possibilitando assim a reconstru¢do cirurgica de um nervo com o minimo de trauma operatorio.
. Além disso, proporciona um melhor alinhamento fascicular, favorecendo a re-inervagdo do
segmento distal e evitando degeneragcdo Walleriana neste segmento, 0 que resulta em maiores

possibilidades de recuperagio da fungdo do nervo.

2.7.1 Sutura

Embora a sutura perineural ou fascicular apresente mais vantagens que a sutura epineural,
como por exemplo, melhor alinhamento fascicular e formagdo de neuromas menores, esse
procedimento € tecnicamente dificil pois, caso um ponto seja tdo profundo que penetre na
substancia fascicular, pode ocorrer uma reagio inflamatoria suficiente para impedir a regeneragio
das fibras nervosas (GRABB et al., 1970; ORGEL & TERZIS, 1977, TUPPER et al., 1988).

A sutura epineural € um procedimento mais simples porque abrange somente o epineuro.

O epineuro € a camada mais externa do nervo; assim, a técnica epineural proporciona menos
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oportunidades de danificar o tecido neural e provocar a formagdo de granuloma por corpo
estranho (STOPIGLIA & ERHART, 1987, TSUGE et al., 1975, BORA, 1967, TOPUZLU &
DAVIS, 1969). Além disso, BERTELLI & MIRA (1993) relatam que tanto suturas epineurais
quanto perineurais causam compressdo, formagio de cicatriz € mau direcionamento endoneural.

De acordo com BURKE & O’BRIEN (1978), ndo foram observadas diferencgas
significativas entre as suturas epineural, fascicular e a combinagdo de sutura epineural com
fascicular, tanto em avaliag@o eletromiografica quanto histologica, sendo impossivel determinar
qual das técnicas € superior. Segundo eles, a simples técnica epineural oferece a mesma chance
de regenerag¢ao que as técnicas mais complicadas.

As condi¢cdes recomendadas por alguns autores para que seja realizada neurorrafia
primaria devem ser respeitadas. Conforme BROWN (1972) e NICHOLSON & SEDDON (1957),
a sutura primaria deve ser realizada somente quando a ferida for provocada por um instrumento
cortante, quando for possivel visualizar e mobilizar os cotos proximal e distal sem tensio, quando
o trauma tecidual for minimo, quando a ferida estiver limpa e quando a sutura for realizada até 12
horas apos a lesdo.

NICHOLSON & SEDDON (1957) e GUNTINAS et al. (2000), sugerem que seja dada
preferéncia a sutura secundaria, visto que o epineuro recentemente lesado é excessivamente fino
e depois de algumas semanas torna-se mais espesso, constituindo uma estrutura ideal para
sustentar suturas finas. Por outro lado, muitos pesquisadores defendem que a regeneragdo axonal
sera inferior se a unido dos cotos proximal e distal for atrasada.

Conforme MEDINACELI & SEABER (1989), condigbes Otimas estdo presentes durante

poucas horas apos a lesdo, posteriormente, alteragdes quimicas e fisicas levam a desintegragio do
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microesqueleto, passando a ser cada vez mais dificil o estabelecimento de um alinhamento axonal
adequado.

MEDINACELI & SEABER (1989) adotaram a sutura secundéaria como uma tentativa de
melhorar os resultados obtidos com sutura primaria. Entretanto, nenhuma melhora foi observada
apos a tentativa secundaria de corre¢do. No entanto, SANDERS & YOUNG (1944) testaram a
capacidade de regeneragdo do nervo tibial de coelho desnervado durante 15 meses e meio e
posterior reinervagdo de 10 meses. Constataram que o segmento periférico ou distal do nervo foi
preenchido por fibras nervosas mesmo depois de um longo periodo de desnervagdo,
apresentando, porém, menor numero e didmetro, pois os tubos de Schwann periféricos sofrem
retragdo. Para eles, qualquer demora que ultrapasse o primeiro més, afetara negativamente a
recuperagao funcional, pois serdo encontrados mais obstaculos para o processo de regeneragio.

Segundo BROWN (1972), a importancia do tempo que se passou desde a lesdo até a
reparagdo pode ser interpretada sob dois pontos de vista: nunca ¢ tarde demais para reparar o
nervo e, quanto mais cedo for feita a reparagdo, melhores serdo as chances de sucesso. ABREU &
ERHART (1958), acreditam que mesmo em lesdes muito antigas de nervos periféricos, a
neurorrafia deve ser indicada porque sempre oferecera algum beneficio ao paciente e baseados na
sua experiéncia, afirmam que nas lesdes traumaticas o paciente sempre se beneficia com o
tratamento e mesmo leses traumaticas muito antigas de nervos periféricos devem ser tratadas.

A maioria das técnicas de sutura provoca um alto grau de desorganizag¢do no local da
neurorrafia, mesmo com um 6timo alinhamento fascicular. Portanto, é muito importante que os
fatores responsaveis por esta desorganizag@o sejam definidos, e que seja estabelecido um método
de reparo de nervos que reduza a formagdo de cicatriz e assegure uma regeneragio ordenada entre

os cotos proximal e distal. A reparagdo de nervos com sutura provoca edema do nervo e
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desarranjo do tecido conjuntivo, fazendo com que os ax6nios em regeneragdo sigam caminhos
erraticos acompaﬁhando o desarranjo do tecido conjuntivo na area anastomotica (LEHMAN &
HAYES, 1967, MEDINACELI et al., 1983).

MEDINACELI & MERLE (1991) afirmam que tanto suturas epineurais quanto
perineurais podem parecer satisfatorias externamente, enquanto intémamente o resultado ¢
catastrofico. Portanto, para eles o tipo de técnica usada para o reparo tem pouca influéncia no
resultado funcional de lesSes nervosas. Relatam que a aproximag@o dos cotos com cola de fibrina

ou tubulacdo resulta em pequena interrup¢io da estrutura interna do nervo.

2.7.2 Tubulacgao

Os materiais primitivos utilizados para tubulagdo de nervos apresentaram algumas
desvantagens, o que provocou o seu desuso na década de 60 pela maioria dos cirurgides. Na
segunda guerra mundial, o material utilizado era o Tantalum, sendo que os resultados iniciais
eram satisfatorios, porém, em alguns casos ocorria fragmentagdo levando a fibrose local e
calcificagdo do corpo estranho. Posteriormente, passou a ser utilizado o Miliporo. Todavia, no
final dos anos 50, constatou-se que esse material, assim como o Tantalum, precisava ser
removido. Depois que algumas técnicas foram tentadas e comparadas, concluiu-se que a melhor
orientagdo axonal foi obtida com o uso de tubo de borracha siliconizada e que apresentava
paredes finas e flexiveis. Além de uma boa orientagdo axonal, este tipo de material ndo permitiu
acumulo de tecido cicatricial e/ou mesenquimal, € era bem tolerado pelo corpo. O emprego desta
técnica tem como objetivos: (1) imobilizar os cotos nervosos, favorecendo uma boa orientagio

axonal, (2) fazer com que o numero de suturas seja grandemente reduzido, dessa forma
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minimizando o trauma ao tecido neural e, (3) impedir a entrada de tecido conjuntivo no local da
anastomose, limitando o tamanho do neuroma (SMAHEL et al., 1993).

SMAHEL et al. (1993), DUCKER & HAYES (1968), SUEMATSU (1989) e MIDGLEY
& WOOLHOUSE (1968) concluiram que a colocagio de tubos no local da anastomose resultava
numa boa orientagdo das fibras nervosas em fase de regeneragio, favorecendo a recuperagio da
fung@o do nervo. Porém, a distdncia entre as extremidades proximal e distal do nervo ndo deve
ultrapassar 1 ou 2 cm para que exista chance de reunido (WEISS & TAYLOR, 1946 citado por
GARRITY, 1955). GARRITY (1955) testou esse método em nervos radiais de 3 pacientes
humanos nos quais existia um intervalo de 7, 10,5 e 12 cm entre as extremidades do nervo.
Mesmo ndo ocorrendo regeneragdo em nenhum dos 3 casos, permanece indicado o implante de
tubos em casos onde a aproximagdo € impossivel visto que é reduzida a formagio de neuroma e,
conseqiientemente, os pacientes sentem menos dor e desconforto.

Considerando que tubos inelasticos podem provocar fibrose e até necrose no local da
reparacdo devido a compressio, MIDGLEY & WOOLHOUSE (1968) sugerem a remogdo do
tubo depois de algumas semanas ou a utilizagio de tubos feitos com material absorvivel.

Segundo LEHMAN & HAYES (1967), o exame histopatologico das areas anastomoticas
de nervos que receberam tubos revelou edema reduzido e regeneragdo ordenada, contrastando
com o observado nas neurorrafias convencionais e indicando que a restrigdo do edema é
responsadvel por uma regeneracdo ordenada e que, quanto maior o edema, maior sera a
desorganizagdo axonal. Dessa forma, um tubo colocado no local da anastomose parece assumir
um papel semelhante ao desempenhado pelo perineuro em cada fasciculo. Afirmam que a
regeneragdo axonal observada apos a colocagdo de um tubo sobre a area da anastomose pode ser

devida a dois tipos de for¢cas mecéanicas sobre o local. A primeira seria tensdo, que criaria o
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alinhamento dos fasciculos no sentido longitudinal, e a segunda seria a pressio que poderia

provocar um alinhamento perpendicular.

2.7.3 Cola de ﬁbrina

A cola de fibrina é um produto obtido a partir do sangue, conhecido por ser muito util
como hemostatico local e pelas suas propriedades de adesdo e selamento, que permitem a
realizagdo de anastomoses, reparos microvasculares e enxertos de nervos em procedimentos
médicos e cirurgicos (ISARANGKURA et al., 1999).

O uso da cola de fibrina como adesivo nas reparagdes de nervos periféricos ndo € recente.
Foi mencionada originalmente por YOUNG & MEDAWAR (1940) e TARLOV et al. (1943).
Antes desses relatos, a fibrina humana era usada devido a sua propriedade fisiologica hemostatica
e, quando a fibrina foi descoberta como adesivo, ndo era aplicada exclusivamente para unir os
segmentos proximal e distal de nervos rompidos, mas passou a ser estudada também na unido de
enxertos, no preenchimento de defeitos osteoarticulares, no fechamento da dura-mater a prova de
fluido, em anastomose arterial, etc. (EGLOFF & NARAKAS, 1983).

Diante das dificuldades encontradas na realizagdo de sutura de nervos e da desorganizago
das fibras provocada pelos pontos de sutura, mesmo quando restritos ao epineuro, YOUNG &
MEDAWAR (1940) criaram uma técnica capaz de manter as extremidades do nervo unidas com
plasma sangiiineo concentrado coagulado e chamaram essa técnica de sutura de fibrina, a qual foi
utilizada pela primeira vez no reparo de nervo ciatico de coelhos, resultando em boa regeneragio.

Nas décadas de 60 e 70, a Cola de Fibrina era usada por poucos cirurgides, pois ndo era
totalmente confiavel porque as vezes ela ndo coagulava ou coagulava prematuramente. Por outro

lado, os fios de sutura eram produzidos industrialmente e encontravam-se disponiveis quando
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necessario, ao contrario do sangue, que precisava ser adquirido antecipadamente para a
preparac@o dos componentes da cola, que posteriormente seria estocada. A microssutura ganhou
ainda mais espago entre a nova geragdo de cirurgides, quando fios de sutura mais finos, com
agulhas igualmente finas, tornaram-se disponiveis e quando fot introduzido o uso de microscopia
cirurgica, desta forma, a reparagio fascicular foi favorecida. O uso da fibrina como um adesivo
biologico na reparagdo de nervos foi retomado em 1972 por MATRAS et al, citado por
NARAKAS (1988), com o emprego de um criopreciptado de fibrinogénio.

A cola de fibrina Tissucol® é composta essencialmente por dois componentes:

1- fibrinogénio humano concentrado, ao qual sdo adicionados solug@o de aprotinina bovina, que é
um agente antifibrinolitico; e cloreto de calcio, um catalisador;
2- trombina bovina liofilizada responsavel pela ativagdo do fibrinogénio.

Estes dois componentes podem ser misturados imediatamente antes do uso ou aplicados
simultaneamente sobre o local usando-se uma seringa dupla chamada duploject podendo ser
espalhados com um catéter ou borrifados (EGLOFF & NARAKAS, 1983).

E utilizada com o objetivo de formar um adesivo cilindrico ao redor da anastomose dos
cotos proximal e distal do nervo estabilizando e mantendo a aposigdo dos fasciculos obtida com
magnificagdo adequada. “Até certo ponto, a cola pode substituir pontos de sutura mas nao exclui-
los”, ou seja, deve-se considerar que o uso da cola de fibrina ndo dispensa a microneurorrafia sob
alta magnificagdo Optica. A grande vantagem do uso da cola de fibrina sobre as microssuturas é
que o alinhamento fascicular obtido pode ser mantido instantaneamente com gotas de cola,

enquanto a sutura desfaz a aposi¢do obtida deslocando os fasciculos (NARAKAS, 1988).
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De acordo com TARLOV et al. (1943), a neuroanastomose com coagulo de plasma ndo ¢
indicada quando as extremidades do nervo nio podem ser unidas sem tensdo, tendo em vista o
possivel rompimento ou separagdo dos segmentos nervosos proximal e distal. Sendo assim, nos
casos onde houver tensdo, deverdo ser empregadas suturas para aproximar as extremidades do
nervo e o plasma sera usado para proporcionar a adesio das superficies das extremidades
proximal e distal do nervo. EGLOFF & NARAKAS (1983) afirmam que uma neuroanastomose
combinada, onde a cola é utilizada com pontos de sutura, é mais eficiente. Além disso,
recomendam que seja introduzido enxerto onde ha tensdo sobre a area da sutura.

A cola forma um cilindro ao redor do local de reparo criando uma camara de regeneragao
entre as extremidades do nervo reparado que evita a aderéncia do epineuro e de tecido cicatricial
entre as superficies dos fasciculos que possa dificultar a aposigdo dos fasciculos. As células de
Schwann constroem uma ponte entre os cotos sobre a qual os axdnios cruzam e invadem o coto
distal no nervo (NARAKAS, 1988).

A penetragio da cola entre as extremidades dos segmentos do nervo seccionado ndo
representa barreira para a regenerag3o visto que o coagulo é em grande parte absorvido (YOUNG
& MEDAWAR, 1943, NARAKAS, 1988). Para NARAKAS (1988), é preferivel uma pequena
distancia entre os fasciculos resultante da absor¢io da cola do que a aplicagdo de nds com fio de
sutura.

Segundo EGLOFF & NARAKAS (1983), ndo existe relato de morbidade relacionada com
o uso de fibrinogénio, extraido do plasma de doadores saudaveis, como hemostatico em toda a
literatura médica. O risco € ainda menor para a reparagdo de nervos periféricos se considerarmos
uma quantidade muito menor do adesivo, necessaria em uma neuroanastomose. Sendo assim,

pode-se afirmar que é um procedimento seguro.
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2.7.4 Enxertos

O enxerto normalmente € uma estrutura cilindrica através da qual os axdnios do segmento
proximal do nervo regeneram e invadem o segmento distal. Muitos estudos mostram que essa
estrutura cilindrica ndo € necessariamente o tecido nervoso. Diversos materiais vém sendo
utilizados experimentalmente, por exemplo, fio de seda, bainha de silicone, bainha de artéria,
bainha de veia, bainha formada com fibras musculares, bainha de fascia, entre outros
(SUEMATSU, 1989).

De acordo com GIBSON & DANILOFF (1989), os enxertos devem ser utilizados quando
o espago entre as duas extremidades do nervo seccionado é grande demais para permitir a sua
aposi¢do, pois, nesse caso, a area de anastomose ficaria sob grande tensdo prejudicando a
regeneracdo das fibras nervosas. Normalmente, essa situagdo ocorre quando ha lesdo com perda
de tecido ou quando € necessaria ressecgdo extensa de um neuroma.

Segundo TRUMBLE & McCALLISTER (2000), o alongamento de um nervo deve-se
limitar em 8 % a 10 % do seu comprimento original para que seja evitada isquemia neural.
Afirmam também que nervos reparados secundariamente sdo melhor vascularizados e,
conseqientemente, mais tolerantes a isquemia.

VARITIMIDIS & SOTEREANOS (2000) recomendam que o intervalo entre os
segmentos proximal e distal do nervo seja inferior a 2 cm para que seja possivel a aproximagio e
sutura desses segmentos, sem a existéncia de tensdao excessiva sobre a area de anastomose.

Para que ocorra regeneragdo satisfatoria através de um enxerto de nervo, esse deve conter
células de Schwann viaveis. Portanto, o uso de enxertos de tecido nervoso fixados em solugdes
contendo alcool ou formaldeido é condenado (TARLOV et al., 1943). Além disso, GIBSON &

DANILOFF (1989) recomendam a utilizagdo de enxertos de tecido nervoso com didmetro
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condena o uso de enxertos muito longos, visto que o niimero e o tamanho dos fasciculos podem
alterar de acordo com a distancia.

De acordo com MILLESI (1979), os enxertos de tecido nervoso podem ser: truncular, tipo
cabo, setorial, fascicular ou interfascicular. O enxerto truncular corresponde a uma ponte entre as
extremidades do nervo, pode sofrer isquemia e necrose central se for calibroso. O enxerto tipo
cabo consiste na unido de varios nervos cutineos finos para criar um enxerto com o mesmo
didmetro do tronco nervoso a ser reparado. O enxerto setorial € assim chamado porque nervos
cutdneos unem areas correspondentes, chamadas de setores, onde predominam fibras nervosas
com uma determinada fun¢do. Enxerto fascicular é usado como ponte entre fasciculos
individuais, enquanto enxertos interfasciculares sdo utilizados em nervos polifasciculares, onde o
enxerto une os grupos de fasciculos correspondentes.

Considerando o alto grau de especificidade dos tecidos de mamiferos, os enxertos
heterologos ndo fornecem bons resultados. Observagdes clinicas e experimentais revelam que os
melhores resultados podem ser obtidos com o uso de enxertos autélogos (TARLOV et al., 1943;
ATCHABAHIAN et al., 1998). Segundo GIBSON & DANILOFF (1989), os alo-enxertos
incitam resposta antigénica do receptor provocada pela rejeicdo do epineuro ou das células de
Schwann transplantadas. Para tornar mais acessivel a obtengdo de auto-enxertos, os nervos
cutdneos podem ser coletados e implantados empregando técnica interfascicular.

Segundo MILLESI et al. (1972), MILLESI (1979), SUEMATSU (1989) e VARITIMIDIS
& SOTEREANOS (2000), mesmo apoés a introdugdo das técnicas microcirurgicas, os resultados
obtidos com enxertos sdo inferiores aqueles observados ap6s a unido das extremidades proximal e

distal por meio de sutura, ou seja, a aposi¢do dos grupos fasciculares proximais e distais
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fornecem resultados superiores. Entretanto, de acordo com GIBSON & DANILOFF (1989), os
resultados de estudos experimentais e clinicos indicam que enxertos interfasciculares curtos
fornecem retorno funcional semelhante aquele observado apos reparagdo mediante aposigio das
extremidades. Para MEDINACELI et al. (1997), a razdo para os maus resultados obtidos com
sutura € a tragdo exercida sobre os pontos, que resulta em tens@o na linha da anastomose. Assim

sendo, passa a ser obrigatorio o uso de enxertos.

2,7.5 Laser

O laser também foi testado como técnica de reparagdio sem sutura. Neste caso,
inicialmente as extremidades do nervo sdo aproximadas com um ponto de sutura no epineuro, o
qual é selado em toda a circunferéncia do nervo com laser de didxido de carbono. Os primeiros
resultados revelaram uma anastomose funcional com as vantagens de reduzir o tempo de
operagdo e facilitar a reparacdo em regides de dificil acesso e exposigio (GIBSON &
DANILOFF, 1989).

De acordo com KORFF et al. (1992), a adesdo ou selamento do epineuro dos segmentos
proximal e distal de um nervo seccionado pela a¢do do laser, é uma técnica alternétiva para o
reparo de nervos. Nesta técnica ndo ha introdugdo de material estranho na area de anastomose. O
laser forma um selamento circunferencial pela desnaturagdo de proteinas e subseqiiente fusdo do
colageno por coagulagdo térmica do epineuro das extremidades proximal e distal. A utiliza¢do do
laser no reparo de nervos periféricos ndo foi adotada definitivamente devido a falta de
informagdo sobre o efeito da irradiagdo do laser em nervos intactos, bem como sobre a
resisténcia do selamento, aparentemente inferior aquela oferecida pela sutura se for considerada a

alta freqiiéncia de deiscéncia.
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Esta técnica oferece vantagens sobre as técnicas convencionais de microssutura, pois
provoca menos trauma pela agulha e fio de sutura reduzindo reagdo por corpo estranho. Além de
ser simples e rapida, a aplicagao do laser oferece cicatrizagdo com resultados superiores quando
comparados com aqueles obtidos pela sutura, a qual provoca, inevitavelmente, fibrose tecidual ao
redor do local da reparacdo. Em alguns casos, a reparagdo com laser é insatisfatoria,
recomendando-se 0 uso simultineo de sutura com o objetivo de conferir maior resisténcia a
anastomose, porém, as conseqiiéncias negativas da sutura n3o sdo eliminadas. Além disso, a
desnaturagdo de proteinas provocada pelo laser ndo é especifica ao tecido alvo podendo atingir
tecidos proximos. No caso de reparagdo de nervo periférico, os axdnios poderio ser danificados

enquanto o epineuro das extremidades dos segmentos proximal e distal é unido (LAUTO et al,,

1997).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais utilizados

Foram ‘utilizados 54 ratos fémeas da raca Wistar, com peso entre 200 e 250 g,
provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana.
Durante todo o experimento, os animais foram alimentados com ragdo comercial e agua ad
libitum, mantidos em caixas medindo 41 cm de comprimento x 34 cm de largura x 16 cm de
profundidade, separadas para 6 animais pertencentes a um subgrupo, e temperatura controlada
com aquecedor elétrico. As caixas, forradas com maravalha, foram identificadas com o grupo

e subgrupo ao qual o animal pertencia, nimero do animal, dias da operag¢do e da necropsia.

3.1.2 Distribuicio dos animais em grupos e subgrupos

Os ratos foram separados em 3 grupos, correspondendo ao numero de técnicas
empregadas no experimento. Cada grupo foi constituido por 18 animais e subdivididos em 3
subgrupos de acordo com o tempo pré-determinado para necropsia, 45, 90 e 120 dias (Tabela
1).

Tabela 1 — Distribui¢do dos animais em Grupos e Subgrupos e data para as necropsias.

Grupos Subgrupo Subgrupo Subgrupo
Necropsia 45 dias Necropsia 90 dias Necropsia 120 dias

Grupo 1 1A (n=6) 1B (n=6) 1C (n=6)

Sutura

Grupo 2 2A (n=6) 2B (n=6) 2C (n=6)

Bainha de BioFill®

Grupo 3 3A (n=6) 3B (n=6) 3C (n=6)

Tissucol®

A composi¢do da cola de fibrina e do BioFill® fornecida pelos fabricantes é

encontrada nos Anexos 2 e 3 respectivamente.
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3.2 Técnica operatéria

3.2.1 Abordagem ciriargica

O treinamento necessario para o adestramento e aperfeicoamento tanto da técnica
operatoria - principalmente da técnica microcirirgica - como todas as operagdes, foram
realizados no laboratorio de cirurgia experimental do Setor de Neurocirurgia do Hospital Vita.

Apods anestesia intraperitoneal com cloridrato de xilazina a 2 % (20 mg/ml) e
cloridrato de cetamina a 5 % (50 mg/ml). ). A quantidade de anestésico foi padronizada em 2
ml para cada animal, sendo 1 ml de cloridrato de xilazina e 1 ml de cloridrato de cetamina. O
membro pélvico direito foi depilado e cada animal imobilizado com elastico tracionando cada
membro sobre uma placa de madeira forrada com plastico. Apods incisdo da pele e tela
subcutdnea com lamina de bisturi nimero 11, o musculo biceps femoral sofreu divulsdo
romba para permitir a visualizag@o do nervo isquiatico direito (Figura 3

Todos os atos operatorios foram realizados sob condigdes estéreis, diferindo apenas na

etapa de microscopia cirirgica, onde cada grupo recebeu um tratamento diferente.

Figura 3 — Posicdo do animal anestesiado e imobilizado durante o procedimento

operatorio. No detalhe, incisdo de pele e tela subcutanea.



49

3.2.2 Técnica microcirargica

Tanto o isolamento quanto a secgdo do nervo isquiatico foram realizados da mesma
forma nos 3 tipos de reconstru¢do do nervo. O animal foi posicionado sob o microscopio
cirurgico da marca Inami, o nervo foi focalizado e entdo procedeu-se a liberagdo dos tecidos
circundantes por dissecgdo romba e, apos o seu isolamento (Figura 4), foi seccionado com
tesoura de microscopia cirurgica da marca Codman (Figura 5). Antes da realizagdo do ponto
no epineuro para aproximar os cotos do nervo, foi feita a ressecgdo da substancia neural que
sofreu extrusdo (seta), objetivando o melhor contato possivel entre as superficies das
extremidades dos cotos proximal e distal do nervo. A aproximagdo dos cotos proximal e distal
dos nervos de todos os animais foi feita com fio mononylon 10-0 mediante o emprego de 1

ponto isolado simples no epineuro (Figura 6A e 6B).

Figura 4 — Visualizag@o do nervo isquiatico integro sob microscopio 6ptico. 6x.
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Figura 6 — ) Reélizaq:io do ponto no epineuro para aproximagdo dos

cotos proximal e distal do nervo. B) Cotos proximal e distal

aproximados por meio de um ponto isolado simples no epineuro. 10x.

50
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As técnicas microcinirgicas serdo descritas individualmente, visto que a reparagdo do

nervo isquiatico diferiu em cada um dos grupos: Sutura, Cola de Fibrina e bainha de Biofill®.

3.2.2.1 Grupo 1: Sutura

Este grupo foi submetido a reconstituigdo do nervo seccionado através do método
convencional de neurorrafia consistindo de 2 pontos isolados simples no epineuro, além do
ponto inicial para aproximagdo dos segmentos nervosos (Figuras 7 e 8), com o auxilio de um

microscopio cirargico e com a utiliza¢@o de fio de sutura mononylon 10-0.

Figura 8 — Grupo 1. Rotagdo do nervo com pinga tracionando um dos pontos para a

aplicagdo do terceiro. 10x.
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3.2.2.2 Grupo 2: Bainha de Biofill®

Os animais desse grupo tiveram as extremidades proximal e distal aproximadas pelo
ponto isolado simples inicial e envolvidos por uma limina de Biofill® medindo
aproximadamente 8 milimetros de comprimento e 6 milimetros de largura (Figura 9). As duas
bordas dessa lamina foram unidas com colddio elastico para formar uma bainha cujo centro

correspondeu a area da anastomose (Figura 10). O colddio elastico consiste em uma solugdo

viscosa de celulose nitrada dissolvida em acetona, também conhecida como nitrocelulose.

Figura 10— Grupo 2. Unido das bordas do BioFill® com o auxilio de pinga formando uma

bainha ao redor do nervo. 6x.
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3.2.2.3 Grupo 3: Cola de fibrina (Tissucol®)
Nesse grupo os cotos do nervo foram coaptados por meio de 1 ponto isolado simples
no epineuro, com fio mononylon 10-0, objetivando aproximar os segmentos proximal e distal,

sendo adicionada 1 gota da cola Tissucol® sobre o local da anastomose (Figura 11).

Figura 11 — Grupo 3. Aplicagdo da cola sobre a area da anastomose . 10x.

3.2.2.3.1 Método de Aplicacio da Cola

Tissucol® €é composto pelo fibrinogénio humano preparado a partir de plasmas
humanos, aprotinina bovina e trombina humana (Anexo 2). A apresentagdo utilizada no
experimento foi o kit Tissucol® 0,5 ml com duploject e agulha para aplicagdo simultanea. O
sistema duploject estéril consiste em um aparelho capaz de receber 2 seringas descartaveis
iguais, e um unico émbolo aciona as seringas simultaneamente, assegurando volumes iguais
dos dois componentes, que sio rapida e corretamente misturados, essencial para que o adesivo
fibrinico selador ganhe resisténcia (Anexo 1). A cola foi utilizada dentro do periodo de 4

horas, conforme recomendacgao do laboratorio fabricante.
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3.2.3 Sintese
A sintese dos planos anatdmicos muscular e tegumentar foi realizada igualmente para
os trés grupos, pela realizagdo de pontos isolados simples com fio mononylon 2-0 e

mononylon 4-0, respectivamente (Figuras 12 e 13).

Figura 12 — Sintese do plano anatdémico muscular.

Figura 13 — Sintese do plano anatémico tegumentar.
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3.3 Pos-operatorio

Durante o periodo pos-operatério imediato, os animais foram colocados sobre bolsa de
agua quente para evitar hipotermia. Nas horas subseqiientes, permaneceram em sala
climatizada para observagdo até total recuperagdo da anestesia e, posteriormente, foram
mantidos no Biotério da UFPR por 45, 90 e 120 dias, datas previamente determinadas para

necropsia.

3.4 Necropsia

As necropsias foram realizadas no Laboratério do Departamento de Anatomia do
Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais foram sacrificados pela colocagdo em um
recipiente hermeticamente fechado, com chumagos de algoddo embebidos em éter etilico, até
indugdo de parada respiratéria ¢ cardiaca. O nimero de animais necropsiados respeitou um
cronograma baseado no dia da operagdo a partir do qual foram contados 45, 90 e 120 dias

(Tabela 2).

3.4.1 Procedimento para coleta da amostra do nervo isquidtico

O material utilizado para a coleta das amostras esta listado no Anexo 4.

Este procedimento foi realizado seguindo os mesmos passos para todos os grupos
necropsiados, exceto os animais do grupo Biofill®, nos quais, apds a retirada do segmento do
nervo com a area de anastomose centralizada, a bainha foi separada do nervo com o auxilio de
lamina de bisturi sobre uma placa de cera de uso odontolégico.

O membro operado foi depilado, incisado sobre a cicatriz € novamente o musculo
biceps femoral foi divulsionado, permitindo o acesso ao nervo, o qual foi cuidadosamente

isolado dos tecidos circundantes. A amostra era retirada por meio de sec¢do do nervo com
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lamina de bisturi n° 11, procurando-se centralizar a area da anastomose. Apos a coleta, o
segmento apresentando aproximadamente 1,5 cm de comprimento com a area de anastomose
centralizada, era embebido na solugdo fixadora apropriada para o tipo de analise

microscopica.

Tabela 2 — Cronograma das necropsias.

Dia da cirurgia Dia da necropsia N° de ratos operados  Grupo Dias
30/06/1999 30/10/1999 06 Sutura 120
03/07/1999 03/11/1999 06 Biofill 120
07/07/1999 07/10/1999 06 sutura 90
14/07/1999 14/10/1999 02#* sutura 90
27/07/1999 27/11/1999 07** cola 120
27/07/1999 27/10/1999 06 cola 90
27/07/1999 11/09/1999 06 cola 45
14/08/1999 14/11/1999 06 biofill 90
31/08/1999 14/10/1999 06 biofill 45
30/11/1999 15/12/1999 06 sutura 45

* Ratos operados para substituir 2 animais mortos no pés-operatorio.

** Rato operado como reserva (nio foi incluido nos resultados finais).

3.4.1.1 Tratamento das amostras para inclusio em parafina
De cada subgrupo contendo 6 animais, 4 deles, escolhidos aleatoriamente, tinham os

seus nervos processados para inclusdo em parafina, com eutanasia aos 45, 90 e 120 dias.
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Ap0s a retirada do segmento do nervo que apresentava entre 1 e 1,5 cm, com o local
da anastomose em posi¢do aproximadamente central, era feita uma marca¢do da extremidade
proximal do nervo com caneta preta. Este segmento era colocado sobre uma tira retangular de
papeldo deixando-se secar no ambiente por 4 a 5 minutos e, posteriormente, imerso em
solugdo fixadora contendo paraformaldeido a 2 % e glutaraldeido a 0,5 %, diluidos em
tampdo cacodilato a 0,1 M (pH 7,4).

Cada amostra incluida em parafina sofreu cortes longitudinais, os quais foram colhidos
em laminas histologicas e coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para posterior analise
em microscopio optico (Figura 14). Dos cortes selecionados, foram feitas fotografias no

fotomicroscopio da marca Meiji Techno ML 2300 do Departamento de Patologia da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), com filme Kodak Gold 100 ASA.

Figura 14 — Secg¢io longitudinal do segmento de nervo isquiatico reparado com 1
ponto no epineuro e cola de fibrina. A) porgdo proximal, fasciculo desbravando o
tecido nervoso (seta); B) area de anastomose incluindo reagdo cicatricial; C) Porgéo

distal a anastomose. Coloragdao com H&E. Objetiva 4.
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3.4.1.2 Tratamento das amostras para inclusio em resina (fibras desfiadas e microscopia
eletronica-M.E.)

Foram utilizados 2 animais de cada sub-grupo para este tipo de avaliagdo, as amostras
do nervo foram avaliadas através de fibras desfiadas e M.E.

Essas amostras foram retiradas e imediatamente colocadas sobre uma placa de cera,
embebidas em duas ou trés gotas da solugdo fixadora preparada pela mistura de 2 mi de
glutaraldeido a 3 % e 2 ml de tamp@o cacodilato 0,2 M no momento da utilizagdo, e mantida
em recipiente com gelo. Com o auxilio de lupa da marca Bausch & Lomb e lamina de bisturi
n° 11, essas amostras foram divididas no sentido longitudinal (Anexo 5).

O tamanho de uma das metades era reduzido até que apenas a area da anastomose
permanecesse, facilitando assim, a realizacdo dos cortes semi-finos e ultra-finos. Este
pequeno fragmento do nervo era embebido na solugdo fixadora, em um frasco identificado e
encaminhado ao Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR onde a amostra sofreu
pos-fixagdo em tetroxido de 6smio diluido em tampdo cacodilato 0,2 M, desidratagdo e
inclusdo em resina Spurr para realizagdo dos cortes em ultra-micrétomo da marca Sorval
MT2-B e posterior introdugdo dos cortes ultra-finos em grades de cobre com 200 mesh para
analise em microscopio eletronico de transmissdo Jeol JEM-1200 EX I1.

A outra metade do segmento retirado do nervo era desfiada submersa em 1 gota de
fixador e com 2 agulhas de insulina sobre a placa de céra. Esta parte do nervo foi desfiada
dando origem a fibras que foram introduzidas em frasco contendo o fixador com o auxilio de
um pincel. Os frascos contendo as fibras desfiadas também eram encaminhados para 0 CME
para processamento, até serem coradas com tetroxido de 6smio e incluidas em resina sem
acelerador, pois neste momento as fibras eram novamente desfiadas com o auxilio de lupa e,

em seguida, distribuidas em laminas histologicas sobre as quais eram colocadas algumas



59

gotas de Entelan e laminula para observag¢io em Fotomicroscopio da marca Axiophot Zeiss do
Setor de Ciéncias Biologicas da UFPR.

Portanto, as fases do tratamento eram as mesmas tanto para as fibras desfiadas quanto
para os fragmentos que foram analisados em microscopia eletronica, diferenciando-os apenas
a auséncia ou presenga de acelerador na resina na qual as amostras eram incluidas

respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao clinica

No pos-operatorio imediato todos os animais apresentaram deficiéncia proprioceptiva e
monoparesia (Figura 15) que deixaram de ser evidentes entre 4 e 7 dias, observando-se
locomogdo proxima da normalidade a partir da primeira semana em todos os animais, ndo
havendo atraso significativo para o desaparecimento desses sinais em nenhum animal. Néo foi
constatada diferenga na locomog@o entre os grupos.

Durante o acompanhamento pds-operatorio até a data em que foi realizada a eutanasia, foi
observada mutilagdo do pé direito de alguns animais (Figura 16), porém, mesmo estes animais
com lesdo nos dedos se locomoviam de forma praticamente normal. Na ocasido da necropsia,
tomou-se nota sobre o grupo do qual o animal mutilado fazia parte e esse foi posteriormente

agrupado (Tabela 3).

Figura 15 — Rato apresentando deficiéncia proprioceptiva no pos-operatorio imediato.
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Figura 16 — Rato com pé direito mutilado durante o periodo pés-operatorio.

Tabela 3: Nimero de animais que apresentaram auto-mutilagado do pé direito.

Grupo  Subgrupo  Numero de animais que apresentaram mutilagdo

Sutura 45 dias 0
90 dias 2
120 dias 3
BioFill 45 dias 0
90 dias 1
120 dias 2
Cola 45 dias 0
90 dias 1
120 dias 1

Assim sendo, a informagdo sobre o nimero de animais dos grupos Sutura, BioFill® e
Cola que apresentaram mutilagdo do pé direito também pode ser representada por uma relagdo de

5:3:2 animais por grupo, repectivamente.
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4.2 Avaliacio histolégica das bidpsias

4.2.1 Cortes em parafina

4.2.1.1 Grupo Sutura 45 dias

Observam-se na extremidade proximal, axdnios orientados no eixo longitudinal do
fasciculo, pouca densidade celular e raras camaras de digestdo localizadas preferencialmente na
periferia do fasciculo (Figura 17A). No centro do corte vemos muita densidade celular, sendo
dificil distinguir os axonios individulamente (Figura 17B). Na extremidade distal ha alta
densidade celular e muitas camaras de digestdo (Figura 17C). Nos locais onde ¢ encontrado o fio
de sutura ¢ observada reagdo piogranulomatosa (macrofagos com células gigantes e

polimorfonucleares associados) envolvendo-a (Figuras 18 Ae 18B).

4.2.1.2 Grupo BioFill 45 dias

Na porgdo proximal, sio observadas as fibras na sua maior parte orientadas
longitudinalmente, enquanto aquelas que passam proximo ao fio estdo direcionadas obliqua ou
transversalmente (Figuras 19A e 19B). Onde os axonios crescem desordenadamente,
encontramos células de Schwann proliferadas formando bulbos de cebola ao redor dos axénios.
Na porgdo distal ainda estdo presentes muitas cdmaras de digestdo (Figura 19C). Nos cortes de

tecido onde € possivel observar varios fasciculos, o colageno do perineuro esta aumentado.
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4.2.1.3 Grupo Cola 45 dias

Na porgdo proximal sio observadas raras cdmaras de digestio e fibras orientadas
longitudinalmente Gi@ra 20A). Ao se aproximar da area da anastomose, aumenta a densidade
celular entre as ﬁbras que continua na area da anastomose (Figura 20B) e diminui nos fasciculos

distais onde sdo observadas numerosas cimaras de digestdo (Figura 20C).

4.2.1.4 Grupo Sutura 90 dias

Observam-se fibras bem alinhadas longitudinalmente com pouca densidade celular nos
cotos proximal e distal, com quantidade variavel de cimaras de digestdo no segmento distal
(Figuras 21A e 21C). Chegando na area da anastomose, ha desvio das fibras na reagio ao fio de
sutura, os fasciculos mais periféricos apresentam crescimento transversal ou obliquo das fibras
em relagio ao eixo do nervo, além de proliferacdo das células de Schwann ao redor dessas fibras

sob a forma de bulbos de cebola. (Figura 21B).

4.2.1.5 Grupo BioFill 90 dias

Observamos o crescimento das fibras no sentido longitudinal do fasciculo, ocorrendo um
desvio dessa orientagdo nas proximidades da reag@o ao fio de sutura. Poucas cimaras de digestdo
remanescentes, tanto no segmento proximal quanto no distal (Figuras 22A e 22C). A reagio ao
fio de sutura € exclusivamente granulomatosa. Também observamos a formagio periférica de

bulbos de cebola. (Figura 22B).



4.2.1.6 Grupo Cola 90 dias

O aspecto histologico depende do tamanho do fasciculo: nos fasciculos menores, as fibras
orientam-se longitudinalmente (Figura 23A), com raras cdmaras de digestdo, ocorrendo somente
algum tipo de desvio no redirecionamento das fibras no encontro com a reagdo ao fio de sutura;
nos fasciculos maiores o desvio das fibras é muito mais acentuado, podendo ocorrer orientagio
obliqua e até transversal, com proliferagdo das células de Schwann associadas sob a forma de

bulbos de cebola (Figura 23B). Nos fasciculos distais, s3o evidenciadas raras cdmaras de digestdo

(Figura 23C).

4.2.1.7 Grupo Sutura 120 dias

Observamos os fasciculos proximais com as fibras orientadas longitudinalmente, com
presenga de algumas camaras de digestdo relacionadas a reagdo ao fio de sutura.
Alternativamente, viam-se algumas fibras crescendo na diregdo transversal. A reagdo ao fio de

sutura € proeminente e granulomatosa. Ha reinervagio parcial do segmento distal (Figuras 24A,

24B ¢ 24C).

4.2.1.8 Grupo BioFill 120 dias

Nos fasciculos, a maioria das fibras estio alinhadas longitudinalmente, com poucas
camaras de digestdo (Figura 25A). No segmento proximal, quando essas cimaras de digestio sdo
encontradas, o fato esta associado a colisdo com colageno ou reagdo ao fio de sutura (Figura
25B). A presenga de degeneragdo Walleriana no segmento distal € variavel. Porém, muitas fibras

apresentam aspecto normal (reinervagao) (Figura 25C).
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4.2.1.9 Grupo Cola 120 dias

Observam-se fasciculos de orientagdo longitudinal com as fibras atravessando a area da
anastomose sempre que ndo ha impedimento pela deposi¢do de colageno, vasos sangiiineos
orientados transversalmente ao fasciculo ou presenga de tecido fibroso com tecido adiposo
(Figura 26A). Nos casos em que as fibras encontram esse impedimento, a progressdo, quando
possivel, sofre desvio lateral (Figura 26B). Alternativamente, ha degeneragdo Walleriana de
algumas fibras de orientagdo transversal. O segmento distal mostra-se reinervado e ha formagao

periférica de bulbos de cebola (Figura 26C).

4.2.2 Fibras desfiadas
Foram desfiadas 50 a 100 fibras de cada um dos 2 animais de cada grupo. Foram
identificadas fibras nervosas regeneradas e fibras em processo de degeneragdo Walleriana (Figura

27A ¢ 27B).

PIPGES SR T PSS IR ST SR, Bl

Figura 27 — A) fibra normal com nddulo de Ranvier (seta); B) fibra em degeneragdo
Walleriana. Objetiva 40. Coloragdo com tetroxido de 0smio.
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4.2.3 Cortes semifinos e uitrafinos

Nos cortes semi-finos € possivel observar as fibras regeneradas em orientagdo
longitudinal, traqsversal e obliqua. Elas apresentam bainha de mielina fina, observa-se aumento
da matriz do endoneufo e do colageno do perineuro. Em todos os cortes detecta-se a presenga de

mastocitos ortocromaticos (Figuras 28 a 32).
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Figura 18 - A) Camara de digestdo (seta); B) Reagdo pio-granulomatosa ao fio de sutura
(F). Grupo Sutura 45 dias. Rata 4. Objetiva 10. Coloragdo com H & E.
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Figura 19 - A) Segmento proximal com orientagdo longitudinal (L) e transversal (*) dos
axoOnios regenerados. As células de Schwann formam bulbos de cebola ao redor dos
axonios transversais. Rato 5; B) Area de anastomose. Reacdo ao fio de sutura. Rato 3; C)
Segmento distal apresenta numerosas cdmaras de digestdo. Rato 3. Grupo BioFill 45 dias
Objetiva 10. Coloragdo com H & E.
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Figura 20 - A) No segmento proximal observam-se raras cdmaras de digestdo. Objetiva
40, B) Observa-se densidade celular aumentada na area de anastomose. Objetiva 10; C)
Segmento distal com presenga de numerosas camaras de digestdo. Objetiva 10. Grupo
Cola 45 dias. Rato 6. Coloragdo com H & E.
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Figura 21 - A) Anastomose com vasos sangiiineos proeminentes (V), reagdo ao fio de
sutura (F) e prolifera¢do de células de Schwann formando bulbos de cebola (*). Objetiva
4; B) Aspecto de crescimento transversal das fibras com as células de Schwann
proliferantes formando bulbos de cebola. Objetiva 40, C) Segmento distal mostrando
muitas camaras de digestdo. Objetiva 10. Grupo Sutura 90 dias. Rato 5. Coloragdo H&E.
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Figura 22 - A) Segmento proximal com axdnios regenerados paralelos ao eixo
longitudinal. S3o observadas raras cdmaras de digestio, B) Area de anastomose
mostrando desalinhamento das fibras pela presenga do fio de sutura (F); C) Segmento

distal com algumas camaras de digestdo remanescentes. Grupo BioFill 90 dias. Rato 12.
Objetiva 10. Coloragdo com H & E.
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Figura 23 — A) Fasciculo estreito com todas as fibras orientadas, B) Segmento proximal.
Fasciculo com muitas fibras mostrando formagdo de neuroma; C) Fasciculo distal com

algumas cdmaras de digestdo. Grupo Cola 90 dias. Rato 9. Objetiva 10. Coloragdo H & E.
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Figura 24 - A) Seg;'nento pro . ndc los regenerados. Observa-se
aumento de colageno no perineuro (Objetiva 4). No detalhe, sdo observadas cimaras de
digestdo na colisdo das fibras nervosas com o tecido conjuntivo do perineuro (Objetiva
10); B) Area de anastomose com alta densidade celular e muitos vasos sangiiineos; C)
Segmento distal parcialmente reinervado onde sdo observadas raras cimaras de digestdo e
formagao de bulbos de cebola pelas células de Schwann (Objetiva 10). No detalhe, ¢
observada a formag@o de bulbos de cebola (Objetiva 4). Grupo Sutura 120 dias. Rato 13.
Coloragdo com H & E.
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Figura 25 - A) Segmento proximal com orientagdo paralela de todas as fibras ao eixo
longitudinal. Objetiva 4; B) Reacdo ao fio na area de anastomose. Objetiva 10, C)

Segmento distal reinervado. Objetiva 4. Grupo BioFill 120 dias. Rato 15. Coloragdo com
H&E.
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Figura 26 - A) Segmento proximal mostrando o crescimento obliquo dos vasos
sanguineos e a perda de orientagdo longitudinal das fibras regeneradas. Objetiva 10; B)
Perda da onientagéo longitudinal das fibras na colisdo com o vaso sangiiineo. Objetiva 40;
C) Anastomose e segmento distal com orientagdo variada das fibras. Objetiva 4. Grupo

Cola 120 dias. Rato 15. Coloragao com H & E.
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Figura 28 — Aspecto de crescimento transversal das fibras nervosas. Grupo Sutura 45 dias.

Objetiva 40. Coloragdo com azul de toluidina.

Figura 29 — Extremidade proximal do segmento proximal onde fibras normais com
bainhas de mielina mais espessas (N) alinham-se com fibras regeneradas (R) com bainhas
de mielina mais finas. Grupo Sutura 90 dias. Objetiva 40. Coloragdo com azul de

toluidina.



Figura 30 — A) Células de Schwann (8) associadas com fibras regeneradas (R).
Fibroblastos no intersticio (F). Objetiva 40. B) Ultra-estrutura de uma célula de Schwann
(S); axonio normal (N); axénio remielinizado (R); colageno no intersticio (C). 5.000x.

Grupo Cola 120 dias. Coloragao com azul de toluidina.
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5 DISCUSSAO

Métodos alternativos a sutura convencional tém sido pesquisados visando desenvolver
uma nova técnica para o reparo de nervos periféricos rompidos, que ndo utilize material de
sutura. Esse interesse € justificado por duas razdes principais: minimizar tanto o trauma
provocado pela manipulagdo e pela introdugdo e passagem da agulha, quanto a reagdo por
corpo estranho causada pela presenca de material de sutura na area de anastomose (GRABB
et al., 1970; GIBSON & DANILOFF, 1989; KORFF et al., 1992).

De acordo com UZMAN et al. (1989), muitas técnicas ja foram desenvolvidas com o
objetivo de proteger e melhor orientar as fibras nervosas em regenerag@o; porém, mesmo com
novos recursos, nem todas as fibras nervosas que regeneram alcangam os alvos corretos, o que
resulta em perda da fungio.

Uma recuperagdo funcional satisfatoria, apos lesdo de nervo periférico, depende da
restauragdo da estrutura do nervo para que o maior nimero possivel de axdnios em
regeneragdo, a partir do segmento proximal do nervo, encontre facilmente as bandas de
Biingner no segmento distal e sejam orientados por elas até as placas motoras (ERHART et
al,, 1975; MACKINNON & NOVAK, 1999).

Caso nio seja realizada anastomose de um nervo rompido, os axonios em regeneragio
que partem do segmento proximal perdem a dire¢io e crescem aleatoriamente, formando
neuroma de amputagio. Podem também, ser observadas outras seqiielas como alteragGes
musculares, Osseas e articulares. As células musculares desnervadas atrofiam e degeneram
rapidamente, mas essa situagio € revertida quando ocorre reinervagd@o. As articulagdes podem

perder a mobilidade devido a contragio progressiva da céapsula articular e invasio da
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articulag@o por tecido conjuntivo intra-articular fibroso e adiposo (GIBSON & DANILOFF,
1989).

A compreensdo do processo de regeneragdo do sistema nervoso periférico e dos
fatores que influenciam o crescimento dos axdnios €, conseqiientemente, da sua conexdo com
o 6rgdo-alvo, ¢ essencial para analisar a eficiéncia da técnica utilizada para a reparagao de um
nervo periférico.

No presente estudo, foram considerados os aspectos anatomopatologicos para
estabelecer a comparag@o entre os trés métodos empregados, consistindo basicamente da
orientagdo dos ax0nios regenerados, presenga de células inflamatorias e cdmaras de digestao,
formagdo de neuroma, presenga de degeneragdo Walleriana no segmento distal do nervo, e
quantidade de fibrilas de colageno.

Os dados clinicos apresentados referem-se ao nimero de animais que apresentaram
lesdo por automutilagio, e sugerem perda de sensibilidade no membro pélvico direito
distalmente a sec¢do do nervo ciatico.

Uma avaliagdo clinica mediante analise funcional de ratos, cujo nervo ciatico foi
seccionado e suturado com 3 pontos epineurais, foi realizada por DELLON & MACKINNON
(1989) e MEDINACELI & SEABER (1989). Nessa analise, os pés dos ratos foram
mergulhados em revelador de filme de raio X e entdio permitia-se que os animais
caminhassem sobre o filme de raio X para que o seu rastro fosse registrado. Porém, a partir de
18 e 24 meses de pos-operatorio, a realizagdo dessa analise deixou de ser possivel devido a
deformidades cronicas nos pés dos animais.

A técnica de escolha para neurorrafia deve ter como objetivo favorecer a orientagdo
dos axonios em fase de regenerag@o, visto que um mau direcionamento dos axonios € um dos

fatores mais comuns que impede a completa recuperagio da fungdo do nervo. O reparo ideal
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para um nervo periférico é considerado aquele que permite a aposicdo perfeita das superficies
das extremidades proximal e distal, promovendo o intimo contato entre elas, sem distorgdo e
sem a presenca de material estranho que possa interferir na passagem das fibras nervosas em
regenera¢do do coto proximal para o distal (MEDINACELI & FREED, 1983; BERTELLI &
MIRA, 1993).

Conforme TARLOV et al. (1943), os fatores que mais influenciam a escolha da
técnica para reparar nervos sdo uma restauragdo precisa da topografia fascicular e a utilizagdo
de materiais e método que provoquem o minimo de cicatrizagdo na area de anastomose.
Quando se trata de um nervo misto, ¢ fundamental o alinhamento preciso das extremidades
dos segmentos proximal e distal, para evitar que fibras nervosas motoras em regeneragio
ocupem canais de Schwann que conduzem a orgdos terminais sensoriais e vice-versa. A
diregdo errada das fibras implica em recuperagdo incompleta da fung¢do do nervo.

Os resultados referentes & microssutura de nervo periférico obtidos por BRAUN
(1966) ¢ BERTELLI & MIRA (1993), baseados tanto em exames histologicos quanto
eletrofisioldgicos, ndo foram satisfatorios devido a grande desorganizagdo das fibras nervosas
provocada pela posi¢do intraneural da sutura. Tal observagdo coincide com a organizagio
confusa das fibras nervosas na area de anastomose, apresentada no presente estudo pelos
nervos suturados.

De acordo com TARLOV et al. (1943) e BERTELLI & MIRA (1993), o uso de
material de sutura € prejudicial porque constitui um obstaculo para as fibras nervosas em
regeneracdo, devido a proliferagdo de tecido conjuntivo e consegiiente fibrose no local da
sutura. Deve-se utilizar um fio de sutura fino e limitado ao epineuro para que a reagio
inflamatoria seja minimizada. Entretanto, em nervos muito pequenos que possuem as bainhas

de tecido conjuntivo muito delicadas, torna-se muito dificil incluir somente o epineuro nos
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pontos de sutura e, normalmente, ocorre estrangulamento de tecido nervoso resultando em
fibrose. A presenca de qualquer tipo de fio de sutura estrangulando o tecido neural no local da
anastomose provoca reagdo cicatricial, que impede uma boa orientagdo das fibras nervosas
regeneradas. Além disso, a aplicagdo dos pontos requer maior manipulagdo do nervo, o que
resulta em trauma e proliferagio de tecido fibroso. Esses fatores negativos para a regeneragdo
do nervo sio evitados empregando-se uma técnica que ndo implique em excessiva
manipulag@o do nervo e trauma do tecido nervoso.

Além disso, STENSAAS et al. (1989) advertem que apenas 1 ponto de sutura 10-0 €
incapaz de manter as extremidades do nervo unidas. Essa estabilizagdo inadequada da
coaptagdo € agravada durante o movimento normal do membro. No entanto, a introdugdo de
muitas microssuturas induz reagio que favorece o escape dos axonios.

A presenga de axodnios ondulados e desorganizados, proximo & linha de sutura,
também foi relatada por SMAHEL et al. (1993), enquanto WISE et al. (1969) observaram alto
grau de fibrose entre os segmentos proximal e distal dos nervos, refletindo a continuidade
perineural e epineural insatisfatoria, o que permitiu a migragido de fibroblastos para a area da
anastomose, fato também observado durante os exames histologicos desta pesquisa.

Os resultados obtidos por MEDINACELI & FREED (1983), apos utilizagdo de sutura
perineural, também foram insatisfatorios uma vez que resultou em maciga desorganizagio
axonal em todos os locais onde existia microssutura. Esses resultados, bem como os obtidos
no presente estudo, contrariam aqueles encontrados por ERHART & ERHART (1958) e
STOPIGLIA & ERHART (1987), nos quais os autores relatam a presenga de pequenos
neuromas, pequena proliferagio de tecido conjuntivo, fibrose perineuromatosa ndo

significativa e ax6nios morfologicamente integros, paralelos, dispostos em fasciculos.
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Devido ao grande nimero de conclusdes ndo favoraveis a utilizagdo das técnicas
disponiveis atualmente para o reparo de nervos. periféricos, muitos pesquisadores estdo
empenhados na descoberta de uma técnica que favorega a regeneragdo das fibras nervosas,
sem interferir no seu trajeto ao longo do fasciculo até a sua conexdo com o 6rgéo-alvo.

Diante de tantas dificuldades para recuperar a fungdo de um nervo rompido, muitas
tentativas com técnicas variadas ja foram descritas e criticadas. Uma das técnicas mais
valorizadas pelos seus resultados satisfatorios, quanto a orientacdo axonal, e que vém
ganhando importéncia por causa da descoberta dos fatores de crescimento, € a tubulaggo.

O implante de bainhas ou tubos-guia sobre o local de anastomose de nervos periféricos
tem sido proposto como técnica alternativa para sutura e enxertos, onde € realizada a
aproximag@o das extremidades proximal e distal (GIBSON & DANILOFF, 1989).

LEHMAN & HAYES (1967) afirmam que a neuroanastomose por meio de tubo
oferece a possibilidade de um melhor alinhamento axonal. Por outro lado, o uso de tubos com
didmetro pequeno provocara degeneragdo mais extensa.

Muitos materiais empregados na tubulagdo de neuroanastomoses sdo relativamente
inelasticos, podendo levar a fibrose e até necrose da area de anastomose, pois podem
restringir 0 edema normal do tecido (MIDGLEY & WOOLHOUSE, 1968). Mesmo
procurando utilizar materiais elasticos como veias, artérias, tubos de borracha, pergaminho,
entre outros. BRAUN (1966) concluiu que esses materiais deveriam ser removidos devido a
fibrose excessiva por eles causada. Além disso, auto-enxertos de veias e artérias ndo tiveram
grande aceitagdo, tendo em vista a dificuldade de serem obtidas sem causar prejuizo ao local
doador. No entanto, SUEMATSU (1989), apds utilizar veia femoral como ponte entre as
extremidades do nervo ciatico de rato e obter bons resultados tanto eletrofisiologicamente

quanto histologicamente, defende o enxerto de veia para conduzir a regeneragdo do nervo
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devido a sua caracteristica de possuir paredes finas, 0 que permite rapida difusdo de nutrientes
sem necessitar de preparo especial € pelo fato de ser facilmente encontrada sem causar
grandes prejuizos a area doadora.

A utilizagdo de veia para tubulagio de nervos defendida por SUEMATSU (1989),
devido a propriedade de difusdo, € contrariada por STENSAAS et al. (1989), os quais
sugerem o emprego de tubos feitos com material impermeavel. Segundo STENSAAS et al.
(1989), a presenga de um involucro impermeavel mantém o fluido endoneural retido e os
fatores de crescimento liberados a partir das células de Schwann do segmento distal. Assim
sendo, a conserva¢do do ambiente endoneural favorece a regeneragdo dos axonios. Além
disso, um material impermeavel limita a penetragdo de fibroblastos no fluido endoneural
reduzindo a formacao de tecido fibroso.

Para LUNDBORG et al. (1982a), as fibras nervosas sdo incapazes de regenerar apenas
através de fluido; elas requerem uma superficie de material solido ou semi-sélido, com
propriedades adesivas adequadas. Os resultados por eles obtidos com a utiliza¢do de cdmaras
de silicone foram satisfatorios, demonstrando o crescimento ordenado das fibras nervosas em
fase de regeneragdo.

Segundo WEISS & DAVIS (1943) e DUCKER & HAYES (1968), o sucesso da
operagdo e a subseqiiente regeneragdo dependem, em grande parte, da forma da bainha. Uma
bainha ideal deve ser tdo fina quanto possivel, flexivel, apresentar area transversal interna 2,5
a 3 vezes maior que a do nervo, e ser relativamente curta. Bainhas com didmetro muito
pequeno podem provocar a formagdo de neuroma proximal e distal & propria bainha, além de
compressdo permanente que resulta em degeneragdo e perda da condutividade do impulso
nervoso, interferindo assim na fungdo do nervo. Para DUCKER & HAYES (1968),

comprimento da bainha deve ser suficiente para proteger e encaixar as extremidades proximal



e distal do nervo rompido, sendo contra-indicadas bainhas muito longas, pois comprometem a
irrigagdo sangiiinea na area central correspondente a anastomose.

Seguindo essas recomendagdes quanto as caracteristicas ideais que uma bainha deve
apresentar para que seja eficiente na reparagdo de nervos periféricos, foram utilizados nesta
pesquisa tubos ou bainhas desenvolvidos com um material semi-permeavel que ndo causa
compressdo do nervo, constituido por microfibrilas de celulose pura, conhecido
comercialmente como BioFill®.

STENSAAS et al. (1989) relataram maior numero de axdnios regenerados
atravessando a area da anstomose no interior de tubos que ndo causavam compressdo. Além
disso, justificaram a falta de axdnios regenerando no interior dos tubos compressivos pela sua
regeneragdo sobre a superficie externa do tubo, o que prejudica a penetragdo dos axdnios no
segmento distal.

A escolha do BioFill® como material para a confecgdo dos tubos foi feita levando-se
em consideragdo essas observagdes e também algumas caracteristicas sugeridas por DUCKER
& HAYES (1968), que devem ser encontradas nos tubos empregados em neuroanastomoses.
Por exemplo, o tubo ideal deve ter paredes finas, ser flexivel, possuir uma area transversal
interna maior que a do nervo para evitar sua compressio € a formagio de neuroma proximal e
distal ao proprio tubo. Resultados positivos foram constatados com tubos que apresentavam o
dobro do didmetro daquele do nervo reparado

A técnica de tubulagdo normalmente descrita na literatura menciona a aproximagdo
das extremidades dos segmentos proximal e distal do nervo, através das suas aberturas, sem o
emprego de sutura, ficando um espago vazio entre elas através do qual as fibras nervosas
regeneram (WEISS & DAVIS, 1943; BRAUN, 1966, LUNDBORG et al., 1982b). Porém,

para que seja possivel manter os segmentos proximal e distal com suas extremidades no
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interior do tubo,A este deve ser adequadamente apertado, para que uma ou ambas as
extremidades do nervo ndo escapem e ocorra formagdo de neuroma e invasdo de tecido
conjuntivo fibroso. Assim sendo, a principal desvantagem que os tubos apresentam, que vem
a ser compress@o, ndo ¢ evitada. GARRITY (1955) relatou que em 2 de 3 casos onde o tubo
foi utilizado para ligar as extremidades do nervo radial de pacientes humanos, ocorreu a saida
de um dos segmentos do nervo do interior do tubo. Por esse motivo, no presente estudo foi
empregado um ponto de aproximagdo no epineuro dos segmentos proximal e distal do nervo.
Sobre este local, foi colocada uma ldamina de BioFill® envolvendo o nervo frouxamente para
evitar compressdo. Método semelhante foi utilizado por GIBSON & DANILOFF (1989),
empregando 2 pontos de sutura para fixar o tubo ao epineuro, o que deixa um intervalo entre
as extremidades do nervo.

Em razdo da falta de observagdes anteriores sobre o uso de BioFill® em
neuroanastomoses de nervos periféricos, os resultados obtidos pela utilizagdo de BioFill® no
presente estudo foram comparados com os resultados obtidos pela utilizagdo de sutura
convencional e cola de fibrina, considerando também resultados comentados pelos
pesquisadores que utilizaram bainhas constituidas por outros materiais.

Durante a necropsia e coleta do fragmento do nervo, 0 mesmo aspecto observado por
SMAHEL et al. (1993) sobre os tubos de silicone por eles utilizados, foi observado nas
bainhas de BioFill®, isto é, observou-se fixa¢do in situ da bainha, e sua retirada sO era
possivel utilizando lamina de bisturi para desfazer a aderéncia da bainha sobre o nervo,
mediante raspagens sobre a superficie interna da bainha.

No entanto, a membrana de BioFill® ndo foi recoberta por tecido conjuntivo,

contrariando a observagao feita por STENSAAS et al. (1989) que constataram a presenca de
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uma capsula de tecido conjuntivo formada por ldminas de colageno alternadas com
fibroblastos e leucdcitos, envolvendo a superficie externa dos tubos de silicone.

Os resultados obtidos nesta pesquisa conferiram com os apresentados na literatura e
que revelam bom alinhamento longitudinal das fibras nervosas regeneradas (LEHMAN &
HAYES, 1967, LUNDBORG, et al 1982a). No entanto, contradizem a presenga de edema
observada por WEISS & DAVIS (1943), WEISL & OSBORNE (1964) e SMAHEL et al.
(1993). O edema foi atribuido a compressdo e conseqiiente obstrugdo dos vasa nervorum que
provoca o aciimulo de fluido tecidual, descartando-se a hipdtese original de que o edema é
provocado pela obstrugdo do fluxo de axoplasma, visto que um nervo seccionado também
pode apresentar edema proximal e distal & area de compressdo. O fluido é acumulado
gradualmente entre as bainhas de tecido conjuntivo do nervo, pressionando os ax6nios que se
tornam estreitos devido ao deslocamento de substincia axonal, tanto proximal quanto distal,
responsavel pelo aumento do seu didmetro nessas regides. Segundo WEISL & OSBORNE
(1964), o fluido do edema ¢ invadido por fibroblastos, que produzem uma lesdo fibrosa,
quando passa a ser indicada a descompressdo cirurgica.

De acordo com DUCKER & HAYES (1967), todo procedimento que consiste em
revestir e proteger a area de anastomose de um nervo reparado sem provocar compressao,
confere melhor aparéncia morfoldgica que aquela obtida com sutura convencional. Os
resultados morfolégicos € funcionais superiores sio conseqiiéncia do alinhamento
longitudinal dos tecidos neural e mesenquimal, devido ao implante de um pseudo-epineuro
uniforme. Segundo LEHMAN & HAYES (1967), uma bainha colocada sobre o local da
anastomose parece assumir papel semelhante ao desempenhado pelo perineuro em cada

fasciculo.
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Para GIBSON & DANILOFF (1989), o sucesso da técnica de tubulagdo pode ser
explicado pela reducdo, tanto da manipulagdo e quantidade de material de sutura introduzido,
quanto da proliferagdo de tecido fibroso cicatricial e formagdo de neuroma no local de
anastomose, favorecendo a orientagdo dos axdnios em dire¢@o ao coto distal do nervo. Além
disso, as bainhas também tém a vantagem de permitir a concentragdo dos fatores
neurotroéficos, os quais favorecem o brotamento axonal e, conseqiientemente, a regeneragao
do nervo.

STENSAAS et al. (1989) apresentam 3 justificativas para os resultados satisfatorios
por eles obtidos. A primeira € a retengdo do fluido endoneural no interior do tubo que
favorece a regenerag@o axonal através da descontinuidade do tecido; a segunda € a inibi¢do da
proliferacdo de tecido fibroso, e a terceira é a redu¢do da manipulagdo cirurgica do nervo
preservando a integridade dos vasos sangiiineos endoneurais.

Segundo SON et al (1996), alguns pesquisadores como SCHERER & EASTER
(1984), GUENARD et al. (1982) e DUBOVY & SVIZENSKA (1994)observaram a
capacidade das células de Schwann de formar uma ponte entre as extremidades proximal e
distal de um nervo seccionado e sugerem a utilizagdo de estruturas tubulares contendo células
de Schwann para servir como guia dos ax0nios durante a regenerago.

Com o objetivo de reduzir as dificuldades encontradas na técnica de sutura de nervos
periféricos e minimizar a desorganizagdo das fibras provocada pela presenga do material de
sutura, YOUNG & MEDAWAR (1940) criaram um método para unir 0s cotos proximal e
distal de um nervo rompido, com plasma sangiiineo concentrado coagulado.

A resisténcia ténsil da cola de fibrina foi avaliada por EGLOFF & NARAKAS (1983)
como sendo fraca e equivalente a apenas um ponto de sutura com fio 10-0 ou 11-0. Por isso,

os autores declaram que, sem a aplicagdo dos pontos, a utilizagdo da cola de fibrina parece
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ndo apresentar tantas vantagens em neuroanastomoses. Assim sendo, os autores sugerem que
a sutura primaria de um nervo periférico nio seja feita somente com adesivo de fibrina, visto
que a ocorréncia de deiscéncia foi freqiiente. No entanto, os sistemas de aplicagdo de
fibrinogénio e trombina utilizado pelos autores eram independentes e os produtos foram
aplicados em sequencia. Esse método de aplicagdio exige maior atengdo para que O
fibrinogénio seja espalhado uniforme e precisamente sobre o local desejado para que a
liberagdo de fibrina ocorra quando a trombina é adicionada sobre o fibrinogénio. Esse
problema pode ser evitado pela utilizagdo de um sistema de aplicagdo simultinea dos
produtos, como foi empregado no presente experimento.

O desenvolvimento da técnica para utilizagdo da cola no presente estudo levou em
consideragdo as recomendagdes de EGLOFF & NARAKAS (1983) e NARAKAS (1988)
sobre as maiores vantagens que a cola oferece quando é combinada com pontos. A essa
associagdo, os autores deram o0 nome de sutura combinada. Da mesma forma, TARLOV et al.
(1943) ja aconselhavam a associagdo de plasma com pontos de sutura para diminuir a tensdo
na linha de anastomose, tendo em vista uma reagio tecidual minima causada pela presen¢a do
fio de sutura. Nas condigdes onde existir uma tensdo muito grande no local da sutura, as
chances de sucesso para qualquer tipo de neuroanastomose sdo minimas. No presente modelo,
esse problema foi contornado com o uso de um ponto de aproximagio.

O método empregado por YOUNG & MEDAWAR (1940) consistia na aproximagio
das extremidades proximal e distal com uma pinga. Entretanto, a retirada da pinga apos a
adesdo pelo plasma prejudicava a estabilidade do coagulo, além de ser muito dificil manter a
aposigao das extremidades durante o tempo necessario para a completa adesdo, sem executar

nenhum movimento.
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De acordo com ISARANGKURA et al. (1999), os resultados obtidos apds a utilizagdo
de cola, tanto como adesivo e selante quanto como hemostatico local, foram satisfatérios,
confirmando a eficiéncia da cola de fibrina.

No que diz respeito & quantidade de cola necessaria para promover a adesdo das
extremidades proximal e distal do nervo, as recomendagdes encontradas na literatura sugerem
uma quantidade minima para evitar a formagdo de um revestimento fibrético no local da
anastomose, que impega a passagem das fibras nervosas do segmento proximal para o distal
do nervo rompido (NARAKAS, 1988), portanto, foi adicionada uma gota de cola no presente
estudo.

As alteragdes observadas nos nervos estudados que haviam sido reparados com cola de
fibrina refletiram as mesmas relatadas na literatura, consistindo em boa orientagdo das fibras
nervosas regeneradas, fibrose moderada com reinervagio satisfatoria do segmento distal do
nervo.

O estudo histoldgico dos nervos que receberam cola de fibrina mostrou que a area de
anastomose foi atravessada pelas fibras em regeneracdo, assim como foi verificado por
YOUNG & MEDAWAR (1940). Os resultados histologicos provam que o método de reparar
nervos com cola de fibrina proporciona anastomoses com aspectos superiores aqueles
oferecidos pela sutura.

Além disso, essa técnica tem a vantagem de ser rapidamente executada, reduzindo o
tempo operatorio além de manter o alinhamento fascicular desejado instantaneamente, sem

que ocorra rotagdo dos segmentos do nervo e deslocamento dos fasciculos (NARAKAS,

1988).
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O melhor alinhamento das fibras nervosas e a boa regeneragdo através da area de
anastomose observados apos a implantagdo da bainha de BioFill®, estdo de acordo com os
resultados obtidos por NARAKAS (1988).

As trés técnicas operatOrias realizadas nesta pesquisa respeitaram as etapas postuladas
por MILLESI (1979), que consistem basicamente na preparagdo das extremidades dos cotos
proximal e distal do nervo seccionado, aproximagdo das extremidades, coaptagdo e
manutengdo da coaptagdo. A preparagdo das extremidades implica na ressec¢do do tecido
neural que sofreu extrusio ou foi extremamente danificado.

A aproximagdo das extremidades, com o minimo de trauma, pode ser realizada por
meio de um ponto simples com fio 10-0 quando ndo houver tensdo na linha de sutura. Caso
contrario, segundo BERTELLI & MIRA (1993), deverido ser realizados mais pontos de sutura
ou introdugio de enxerto quando a distancia entre os cotos for maior que 1 cm.. A coaptagio
pode ser realizada por trés técnicas diferentes; truncular, fascicular ou interfascicular. No
presente estudo foi realizada anastomose truncular, por ser ela perfeitamente aplicada em
nervos monofasciculares ou oligofasciculares, como ¢ o caso do nervo cidtico de ratos. A
manutengdo da coaptagdo € determinada pela tensdo na sutura, ou seja, deve ser considerada
quando o método empregado n@o é suficiente para aproximar as extremidades sem a presenga
de tensdo, e passa a ser necessaria a manutengdo da estabilidade da anastomose.

As técnicas operatorias empregadas no presente estudo diferiram na Gltima etapa,
quando a manuteng@o da anastomose foi realizada de trés maneiras: pela aplicagdo de mais
pontos de sutura, pela colocagido de bainha sobre a area de anastomose envolvendo o nervo e
pela adi¢do de cola de fibrina.

Nos trés métodos estudados foi observado um certo grau de desorganiza¢do axonal

relacionado com a colisdo das fibras nervosas em regeneragdo com a reago ao fio de sutura, o
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que determina a desorientagdo das fibras, fato notado por YOUNG & MEDAWAR (1940), e
figuras de aprisionamento (neuroma) com as células de Schwann proliferadas
concentricamente ao redor dos axonios, com aspecto de bulbos de cebola. Tal aspecto foi
evidente nas biopsias ja a partir de 45 dias, principalmente nos nervos reparados com sutura,
demonstrando que o crescimento axonal estava respondendo aos fatores de crescimento, mas
sem a orientag@o adequada para reencontrar as bandas de Biingner.

Da mesma forma, o estudo de BURKE & O’BRIEN (1978) também revelou formagao
de neuroma nos locais da sutura, fibras nervosas mielinizadas finas, proliferagio de tecido
conjuntivo fibroso e feixes de fibras nervosas correndo de forma confusa.

JURECKA et al. (1975) atribuiram a formagio de neuroma e fibrose a prolifera¢do
lenta e constante de tecido conjuntivo epineural. Eles observaram a proliferacdo dessas células
durante 6 semanas ¢ consideraram uma das razdes da formagdo de fibrose e prejuizo para a
reparagdo do nervo.

Os nervos tubulados revelaram axonios lineares dispostos paralelamente, enquanto os
suturados apresentaram maior numero de axonios ondulados e desorganizados. Tais alteragbes
também foram relatadas por SMAHEL et al. (1993).

Em qualquer tipo de lesdo sofrida por um nervo periférico, a fungdo das células de
Schwann de manter a bainha de mielina é prejudicada, resultando em distarbios nas fungdes
idnicas envolvidas na propagagdo do potencial de agio (CAVANAGH, 1990a).

Igualmente ao fato observado por ERHART et al. (1975), as fibras nervosas em
regeneragdo analisadas neste estudo eram mais finas que as normais e apresentavam uma fina
bainha de mielina.

A degeneragdo axonal inicia a partir do momento em que uma grande porgdo do

citoplasma ¢ separada do corpo celular, que representa a fonte de substincias para toda a
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célula. Dessa forma, nem toda a energia necessaria para as atividades vitais da célula €
fornecida e, como parte isolada do citoplasma, essa por¢do da célula € incapaz de manter-se
sozinha, ocorrendo assim, uma inevitavel desintegragio (CAVANAGH, 1990b).

De acordo com HOLTZMAN & NOVIKOFF (1965), ap6s a lesdo de um nervo
periférico verifica-se a divisdo da mielina em grandes fragmentos, os quais sdo desdobrados
em massas pequenas, que s3o envolvidas e interiorizadas pelos vacuolos de digestdo para que
a mielina seja degradada. E dessas alteragbes que consiste a degeneragdo Walleriana,
verificada melhor em nosso estudo através dos cortes semifinos e estudo de fibras desfiadas.

Conforme O’DALY & IMAEDA (1967), a degeneracdo do nervo comega com uma
condensagdo do axoplasma, acimulo de mitocondrias e irregularidade do contorno da bainha
de mielina. Quando a bainha de mielina comega a ser degradada, ocorre grande aumento do
namero de organelas citoplasmaticas das células de Schwann. A membrana basal separa-se da
superficie da célula de Schwann, deixando um espago onde sdo encontrados macrofagos que
migraram dos capilares endoneurais.

Nos exames histopatologicos realizados neste estudo, foram reconhecidos os critérios
mencionados por CAVANAGH (1990b), em relagdo a danos das fibras, que consistem em:
aumento da populag@o celular, aumento do tamanho do nucleo e nucléolo das células de
Schwann e aumento do niimero de macrofagos e de mastocitos, uma vez que essas células
ocorrem em maior namero sempre que ha qualquer tipo de anormalidade nos nervos
periféricos.

Para MELLICK & CAVANAGH (1968), € provavel que o estimulo responsavel pela
explosio da atividade mitotica, que ocorre no 3’ ou 4 dia, seja o resultado da presenca dos
produtos da fragmentagdo das fibras nervosas, e ndo da fragmentagdo da mielina, ja que a

degradagido quimica da mielina comega no final da primeira semana apos a lesdo. Por outro
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lado, para RAMON y CAJAL (1928), o aumento do espago disponivel devido ao inicio da
degeneragdo, pode ser o estimulo responsavel. Além disso, ocorre a entrada de células
vizinhas no nervo indicando um processo inflamatorio.

De acordo com SOUZA et al. (1996), outras alteragGes que indicam degeneragio
Walleriana sdo matriz extracelular espessa formada por brotamentos axonais separados por
feixes de fibras colagenas, revelada pela analise ultra-estrutural, e macrofagos com citoplasma
denso e membranas de mielina fagocitadas e possivelmente degradadas a gordura neutra.

No estudo histologico dos nervos que receberam qualquer um dos tratamentos,
verificou-se a presenca de fibrilas de colageno desorganizadas e dispostas obliquamente no
endoneuro, tanto individualmente quanto formando feixes. Essa observagido também foi feita
por MORRIS et al (1972).

A fase regenerativa inicia com as divisdes das células de Schwann, que formam as
bandas de Biingner. Logo que um axdnio penetra em uma dessas colunas, as células de
Schwann iniciam a mielinizagdo. Quando as colunas n3o sio ocupadas por nenhum axdnio,
elas podem persistir por algum tempo e finalmente atrofiar. Essas alteragdes degenerativas
também ocorrem em diregdo ao corpo celular, mas normalmente limitam-se a uma pequena
distancia proximal ao ponto do dano (CAVANAGH, 1990b).

Segundo BUNGE (1993; 1994), mesmo apo6s cultivadas e isoladas, as células de
Schwann ndo perdem a sua capacidade de manter a regeneragio e de mielinizar neuritos
apropriados, ou seja, permanecem funcionais mesmo in vitro. Foi observado pelo pesquisador
que as células preparadas continuaram promovendo a regeneragdo e remielinizagio de nervos
periféricos in vivo, quando implantadas em canais semi-permeaveis. Dessa forma, torna-se
evidente a importdncia clinica de transplantes de células de Schwann cultivadas para

favorecer a reparagdo das fibras periféricas.
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Tal observagdo confere maior valor e importancia ao material utilizado para a
confecgdo das bainhas empregadas neste estudo, visto que o BioFill® pode ser muito util,
tanto para os transplantes de células de Schwann no SNP, quanto na pesquisa dos fatores que
promovem a regeneragio do mesmo.

Adicionalmente, BUNGE (1993; 1994) relata que o transplante de células de Schwann
no SNC mostrou que essas células também sdo capazes de reparar areas de desmielinizagdo,
restaurando a condugdo dos impulsos nervosos. Considerando esses achados, concluiu-se que
além dos oligodendrdcitos , as células de Schwann também participam da remieliniza¢do nos
casos de desmieliniza¢do de ax6nios centrais, favorecendo a restauragdo da fung@o.

Pode-se notar que as células de Schwann possuem varias fungdes no tecido nervoso.
No presente estudo, foi avaliada histologicamente a capacidade dessas células de promover a
regeneragdo no SNP. De acordo com BUNGE (1993), o regulador primario dessa fung@o das
células de Schwann é o ax6nio, pois o seu contato regula a expressdo da célula de Schwann
para galactocerebrosideo (Gal-C), glicoproteina associada a mielina (MAG), e para a principal
proteina que constitui a mielina periférica (Po). Portanto, a capacidade dos ax6nios que se
tornardo mielinizados de regular a expressdo das células de Schwann para os componentes
especificos da bainha de mielina é muito importante. Além disso, o contato da célula de
Schwann com o axdnio induz a orientagdo, diferenciagio e deposi¢do da lamina basal ao redor
de cada unidade axOnio-célula de Schwann, pela célula de Schwann. A necessidade do
contato com 0 axonio para que a lamina basal seja formada e depositada foi demonstrada em
estudos in vitro, assim como foi demonstrado que os fibroblastos favorecem a deposi¢do da
lamina basal ao redor da unidade axonio-célula de Schwann, porém ndo sdo essenciais.

Segundo BUNGE (1993, 1994), a habilidade das células de Schwann para influenciar

grandemente a regeneragdo, tanto no sistema nervoso periférico (SNP), quanto no sistema
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nervoso central (SNC), deve-se em parte 4 extraordinaria capacidade dessas células de
produzir vérios fatores troficos, bem como de expressar na sua superficie moléculas de adesio
celular que sdo conhecidas pela sua agdo nas superficies dos neuritos, influenciando o
crescimento destes. Entre as moléculas neurotroficas produzidas pelas células de Schwann
estdo o fator de crescimento neural (NGF), o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e
o fator neurotréfico ciliar (CNTF). Além disso, as células de Schwann também sdo
responsaveis pela produgdo dos componentes da matriz extracelular como o colageno e
laminina, que € conhecida por promover a regeneragdo de varios tipos de neuronios.

BUNGE (1993) acredita que a proliferagdo das células de Schwann é induzida por
diferentes razdes, durante o desenvolvimento e apos uma lesdo. Durante o desenvolvimento
do SNP, as células de Schwann originam-se da crista neural e a sua proliferagdo € estimulada
pelo contato com os axdnios. O crescimento da populagdo de axdnios, por sua vez, induz a
expansio do numero de células de Schwann, ou seja, o contato com axonios em
desenvolvimento provoca a mitose da célula de Schwann. A proliferagio das células de
Schwann também ¢ influenciada por fragGes isoladas de mielina, por fatores derivados dos
macréfagos e por componentes da matriz extracelular que passam a ser evidentes apds uma
lesdo.

Para SON et al. (1996), as células de Schwann que recobrem as jungdes
neuromusculares sdo sensiveis a transmissdo sinaptica, e por essa razio sio capazes de reagir
a perturbagdes na transmissdo, alterando a sua expressdo génica para estimular a produgio de
proteina fibrilar glial. A partir dai, as células de Schwann emitem processos ou extensdes que
provavelmente sio atraidos por sinais emitidos pelas fibras musculares desnervadas, a fim de
que a célula de Schwann ocupe a area sinaptica desnervada. Esses processos sdo importantes,

porque servem de substrato ou guia para a progressdo do axonio.
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Diante de tantas evidéncias da atuagdo de moléculas, algumas conhecidas e outras
ainda desconhecidas, atualmente sdo depositadas majores esperangas no estudo da
regeneragdo do sistema nervoso periférico, baseado em biologia molecular e genética
molecular. A biologia e a genética moleculares possibilitam a caracterizagdo das moléculas
envolvidas com a sobrevivéncia e com o crescimento dos ax6nios, que compreende um dos
objetivos primordiais das pesquisas atuais na area de neurocirurgia. E provével a existéncia de
moléculas que s3o enviadas por orgdos intermediarios e funcionam como guia para os axonios
em regeneragdo. Além disso, supde-se que essas moléculas também sejam responsaveis pela
manuten¢do da sobrevivéncia apenas dos axdnios que seguem o trajeto correto durante o
desenvolvimento do sistema nervoso, assegurando a formagdo das conexdes neurais
adequadas (FLANAGAN, 1999, WANG & TESSIER-LAVIGNE, 1999).

Segundo HOPKINS & BROWN (1984), durante o desenvolvimento embrionario, os
neurdnios cujas fibras ndo fazem conexdo com os orgdos-alvo desaparecem. Esse fendmeno é
chamado por RAFF et al. (1998) de apoptose ou morte celular programada, e ocorre pela falta
de fatores troficos para o axonio, principalmente do NGF. Considerando um nervo em
regeneragdo, pode-se dizer que os neuritos que ndo encontrarem os tubos endoneurais
desaparecem por degeneragdo. Tal controle da sobrevivéncia celular assegura que serdo
vidveis somente as células necessarias em uma determinada area.

A existéncia de fatores troficos na regeneragdo, nos trés tratamentos, é comprovada
pela continuidade das fibras do segmento proximal com o distal. A descontinuidade das fibras
€ causada pela intercalagdo de estruturas formadas durante a cicatrizagdo do tecido. No
presente estudo, foram detectados basicamente: reagdo ao fio de sutura, vasos calibrosos

transversalmente orientados e excessiva colagenizagdo do perineuro.
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A ocorréncia de impedimentos a progressdo adequada das fibras nervosas sensitivas,
traduziu-se clinicamente na mutilagdo secundaria & perda de sensibilidade e de propriocepgao,
comuns aquelas condigées em que, como no presente trabalho, ha compressdo e destruicdo
local de fibras. Fatos clinicos semelhantes sdo observados em outras condi¢des, tais como
infiltragdo inflamatoria e tumoral aos nervos periféricos e alteragGes metabolicas
(CAVANAGH, 1990b). Alteragdes clinicas e histologicas nesses aspectos foram mais
conspicuas nos animais que foram suturados com trés pontos, com maior fibrose e reagio pio-

granulomatosa ao fio de sutura.
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CONCLUSOES

A despeito da formag@o de tecido fibroso e de degeneragdo Walleriana, presentes em
todos os tratamentos, a cola de fibrina e a bainha de BioFill® mostraram resultados
superiores a reparagdo mediante sutura, por possibilitarem melhor orientagio axonal e
menor formag¢do de neuroma.

Embora seja necessaria a utilizagio de microssutura nos trés tipos de tratamento, o
numero de pontos necessarios € maior quando a neuroanastomose é realizada utilizando-se
apenas sutura.

Os trés tratamentos viabilizam a reinervagdo. Contudo, a técnica de microssutura exige
maior treinamento e equipamento especializados , enquanto a cola de fibrina é um produto
de custo elevado, permanecendo, portanto, a bainha de BioFill ® como a melhor
alternativa por sua eficacia, facilidade de aplicagdo e baixo custo.

Sugere-se que um estudo clinico de regeneragio periférica com bainha de BioFill® seja
realizado em cdes, por ser esta espécie mais freqiientemente acometida por lesdes

traumaticas de nervos periféricos.
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ANEXO 1 — Materiais utilizados para reparar os nervos dos grupos sutura, BioFill® e cola de

fibrina (Tissucol®).

VENDA SOB
PRESCRICAO MEDICA

A- Fio mononylon 10-0 para micrcirurgia da marca ETHICON. B- Envelope contendo uma
pelicula de BioFill® medindo 6 x 6 cm, esterilizada a 6xido de etileno. C- Kit comercial
contendo 0,5 ml de Tissucol® tratado pelo vapor. Seringas compondo o sistema duploject

expostas.
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ANEXO 2 - Composigio completa da cola de fibrina

Um mililitro de Fibrinogénio Humano (Tissucol®) contém:

Proteina Coagulavel (75 - 115 mg) da qual:

Fibrinogénio 70 - 110 mg
Plasmafibronectina 2-9mg
Fator X1II 10-50U
Plasminogénio 40 - 120 mg
Solugdo de Aprotinina Bovina 3.000 KIU/ml*

Trombina 4 Humana liofilizada:

01ml da trombina reconstituida contém 4 Ul

Trombina 500 Humana liofilizada:

01 ml da trombina reconstituida contém 500 UI
Solugdo de Cloreto de Calcio 40 mmol CaClz/1

* KUI - Unidade Inativadora da Calidinogenase.

Esquema da preparagido dos componentes da cola:

[Trombina liofilizada + Solugdo de CaCl{ — Solugdo de Aprotinina

Fibrinogénio Humano liofilizado + Solugdo
de Aprotinina

— Solugdo de Fibrinogénio Humano

Solugdo de
Fibrinogénio Humano +
Solugdo de Trombina
2
Solugdo de Tissucol®
2
Adesivo Selador Fibrinico Solidificado
(Tissucol®)
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ANEXO 3 - Composigdo e apresenta¢do do Biofill®

O Biofill® ¢ uma pelicula de celulose pura, microfibrilar biossintética obtida pela
biossintese de. bactérias do género Acetobacter Apresenta algumas caracteristicas como
biocompatibilidade, atoxicidade, adere-se firmemente ao local do ferimento e cria um
microambiente que proporciona condi¢des fisioldgicas para uma reparac¢do rapida quando €

utilizado na substitui¢do de pele.
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ANEXO 4 - Material utilizado para a retirada da amostra do nervo isquiatico

Lupa

Placa de Petry

Placa de céra de uso odontologico

Lamina para depilagdo

Tesoura para divulsdo do misculo biceps femoral

Laminas de bisturi nimero 11 para incisio da pele e retirada do fragmento do nervo

Pinga utilizada em microcirurgia para manipulagdo do nervo

Caneta para marcagdo da extremidade proximal do nervo que seria incluido em parafina e
analisado em microscopio Optico

Agulhas de insulina para desfiar a metade do nervo

Pedagos retangulares pequenos de papeldo medindo aproximadamente 3 cm de
comprimento por 0,5 cm de largura

Frascos rotulados contendo paraformaldeido 2 %, glutaraldeido 0,5 % diluidos em tampao
cacodilato 0,1 M para as amostras incluidas em parafina

Frascos rotulados e mantidos no gelo contendo glutaraldeido a 3 % e tampdo cacodilato a
0,2 M para fixagdo das amostras incluidas em resina.

Recipiente com gelo

Pincel com 17,5 cm para introdugdo das fibras desfiadas no frasco contendo solugdo

fixadora
Léaminas e laminulas para histopatologia

Entelan para inclusgo das fibras desfiadas
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ANEXO 5 — Seqiiéncia do processamento das amostras para inclusdo em resina.

A- segmento do nervo sobre a céra. B- secgdo longitudinal do segmento. C- metade do
segmento imerso em solugdo fixadora para inclusdo em resina com acelerador. D-
desfiamento da outra metade do segmento. E- retirada das fibras desfiadas da placa de céra-
fibras desfiadas em solugéo fixadora para inclusdo em resina sem acelerador.



106

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU, L.B. Lesdes traumaticas dos nervos periféricos no membro superior: orientagdo de

tratamento. Rev. Paul. Med., v. 63, p. 210. Julho/Dezembro. 1963.

ABREU, LB.; ERHART, E.A. Consideragdes sobre neurorrafias em lesdes antigas. Rev. Paul.

Med., v. 52, n. 1, p. 149-150. Janeiro. 1958.

AITKEN, J.T. The Effect of Peripheral Connexions on the Maturation of Regenerating Nerve

Fibres. J. Anat., v. 83, p. 32-42. Jan. 1949.

ARRUDA, W.0. O Neur6nio € o Tecido Nervoso. In. MENESES, M.S. Neuroanatomia

Aplicada. Ed. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 1999. p. 2-27.

ARRUDA, W.0O.; MENESES, M.S. Nervos Periféricos. In: Neuroanatomia Aplicada, Ed.

Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 1999. p. 50-70.

ATCHABAHIAN, A.; GENDEN, E. M.; MACKINNON, S. E.; DOOLABH, V B.; HUNTER,
D.A. Regeneration through long nerve grafts in the swine model. Microsurgery, New York,

v. 18, n. 6, p. 379-372. 1998.

BANKS, W.J. Sistema Nervoso. In: -, Histologia Veterindria Aplicada, Ed. Manole Ltda., Sdo

Paulo, 1992. 629p.



107

BARRON, K.D. Neuronal responses to axotomy: Consequences and possibilities for rescue from
permanent atrophy or cell death. In: SEIL, F.J., Neural Regeneration and Transplantation,

Ed. AlanR. Liss, New York, 1989. 294p.

BERTELLI, A. J.; MIRA, J. Nerve repair using freezing and fibrin glue: immediate histologic

improvement of axonal coaptation. Microsurgery, New York, v. 14, p. 135-140. 1993.

BORA, F. W. Peripheral nerve repair in cats. J. Bone Jt. Surg. Am., vol., Boston, v. 49-A, n. 4,

p. 659-666. June. 1967.

BRAUN, R M. Comparative Studies of Neurorrhaphy and Sutureless Peripheral Nerve Repair.

Surgery Gynecology and Obstetrics, v. 122, n. 1, p. 15-18. Jan. 1966.

BROWN, P. W. Factors influencing the success of the surgical repair of peripheral nerves. S.

Clin. North America, v. 52, n. 5, p. 1137-1154. Oct. 1972.

BUNGE, R.P. Expanding roles for the Schwann cell: ensheathment, myelination, trophism and

regeneration. Current Opinion in Neurobiology, v. 3, p. 805-809. 1993.

BUNGE, R.P. The role of the Schwann cell in trophic support and regeneration. J. Neurol., v.

241, p. S19-S21. 1994,



108

BURKE, P.F.; O'BRIEN, BMcC. A comparison of three techniques of micro nerve repairs in

dogs. Hand, v. 10, p. 135-143. 1978.

CAVANAGH, J.B. Normal Peripheral Nerve. In. WELLER, R.O. Nervous System, Muscle and

Eyes. Ed. Churchil Livingstone, London, 3% ed., v. 4, 1990a. p. 518-532.

CAVANAGH, J.B. Reactions of Neurons and Schwann Cells to Injury. In: WELLER, R.O.
Nervous System, Muscle and Eyes. Ed. Churchil Livingstone, London, 3 ed., v. 4, 1990b.

p. 533-543.

CHRISMAN, C. L. Paresia ou paralisia de um membro. In - Neurologia dos pequenos animais.

Ed. Roca Ltda, Séo Paulo, p. 371 — 386, 1985.

CROSSMAN, A. R; NEARY, D. O sistema nervoso periférico. In -. Neuroanatomia. Ed.

Guanabara — Koogan, Rio de Janeiro, 1997, p. 23 — 30.

DAVENPORT, HA; CHOR, H.; CLEVELAND, D.A. Fiber Ratios in Regenerating Nerves. II:
The Status of Regrowth of the Sciatic and Nerves to the Gastrocnemius in Macacus 3

Months After Section. The Journal of Comparative Neurology, v. 70, n. 1, p. 153-159.

1937.

DELLON, AL; MACKINNON, S.E. Sciatic nerve regeneration in the rat. Validity of walking

track assessment in the presence of chronic contractures. Microsurgery, New York, v. 10, n.



109

3. P. 220-225. 1989.

DUCKER, T.B.; HAYES, G.J. A Comparative Study of the Technique of Nerve Repair. Surgical

Forum, v. 18, p. 443-445.1967.

DUCKER, T. B.; HAYES, G. J. Experimental Improvements in the use of silastic cuff for

peripheral nerve repair. J. Neurosurg., Baltimore, v. 21, June. 1968.

EGLOFF, D.V.; NARAKAS, A. Nerve Anastomoses with Human Fibrin. Ann. Chir. Main., v.

2, p. 101 - 115, 1983.

ERHART, E.A. Novos Conceitos sobre degeneragio de fibras nervosas periféricas. Rev. Paul.

Med., v. 63, p. 209. Julho/Dezembro. 1963.

ERHART, M. B.; ERHART, E. A. Sobre o comportamento das fibras nervosas no coto distal de
nervo fibular de “canis familiaris” apos transecgdo total. Folia Clinica et Biologica, v. 28, p.

98-100. 1958.

ERHART, E. A.; FERREIRA, M. C.; TEDESCO-MARCHESE, A AZZE, R.J.; PUECH-
LEAOQ, P. Suturas de nervos com técnica microcinirgica podem evitar total degeneragio

Walleniana. Rev. Assoc. Med. Bras., Séo Paulo, v. 21, n. 7, p. 213-217. Jul. 1975.

FERREIRA, M.C; ERHART, E.A.; TEDESCO-MARCHESE, A ; AZZE, R.J. Microcirurgia de



110

Nervos Periféricos: nova técnica. Ver. Paul. Med., v.84, p. 52-53. Julho/Agosto. 1974.

FLANAGAN, J.G. As nerve axons migrate during wiring of the nervous system, molecular
signposts at intermediate targets show them the way. Such a target has now been found to

keep axons alive — provided they’re on the right track. Nature, v. 401, p. 747-748. 1999

GARRITY, R.W. The use of plastic and rubber tubing in the management of irreparable nerve

injuries. Surgical Forum, v. 6, p. 517-520. 1955.

GARTNER, L. P; HIATT, J. L. Tecido nervoso. In -. Tratado de Histologia. Ed. Guanabara -

Koogan, Rio de Janeiro, 1997, p. 147 - 175.

GASPARI, A.; RUSSO, F; SICA, G.S.;; COSCARELLA, G.; SILERI, P; SPINA, C; Di
LORENZO, N. Microsurgical repair of iatrogenic injuries of the recurrent laryngeal nerve.

Minerva Chir., v. 54, n. 11, p. 795-803. 1999.

GIBSON, K.L.; DANILOFF, ].K. Peripheral Nerve Repair. The Compendium on continuing

education for the practicing veterinarian, v. 11, n. 8, p. 938-944. 1989,

GRABB, W.C.; BEMENT, S.L.; KOEPKE, G.H.; GREEN, R A. Comparison of methods of
peripheral nerve suturing in monkeys. Plast. Reconstr. Surg., Baltimore, v. 46, n. 1, p. 31-

38. 1970.



111

- GUNTINAS, L.O.; EFFENBERGER, K.; ANGELOV, D.N; KLEIN, J; STREPPEL, M,
STENNERT, E.; NEISS, W.F. Delayed rat facial nerve repair leads to accelerated and
enhanced muscle reinnervation with reduced collateral axonal sprouting during a definite

denervation period using a cross-anastomosis paradigm. Exp. Neurol., v. 162, n. 1, p. 98-

111. 2000.

GUTMANN, E.; SANDERS, F K. Recovery of fibre numbers and diameters in the regeneration

of peripheral nerves. J. Physiol., London, v. 101, p. 489-518. 1943.

HEUMANN, R.; KORSCHING, S.; BANDTLOW, C.; THOEN, H. Changes of nerve growth
factor synthesis in noneuronal cells in reponse to sciatic nerve transsection. The Journal of

Cell Biology, v. 104, p. 1623 - 1631. 1987.

HOLTZMAN, E.; NOVIKOFF, A B. Lysosomes in the Rat Sciatic Nerve Following Crush. The

Journal of Cell Biology, v. 27, p. 651-669. 1965.

HOPKINS, W. G; BROWN, M. C. Development of nerve cells and their connections.

Cambridge; Cambridge University Press, 137 p., 1984,

ISARANGKURA, P.; CHIEWSILP, P.; CHUANSUMRIT, A., SUWANNURAKS, M;
KEOROCHANA, S;; ATTANAWANICH, S.; TARDTONG, P.; MARTINOWITZ, U,
HOROSZOWSKI, H. Low cost locally prepared fibrin glue for clinical applications: reported

of 145 cases. J. Med. Assoc. Thai., 82 Suppl 1. P. S49-56. 1999.



112

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRQO, J. Tecido Nervoso. In: Histologia Basica. Rio de Janeiro: ed.

Guanabara Koogan, 1995. p. 127-153.

JURECKA, W.; AMMERER, HP.; LASSMANN, H. Regeneration of a transected peripheral
nerve. An autoradiographic and electron microscopic study. Acta Neuropath., v. 32, p. 299-

312. 1975.

KORFF, M; BENT, S. W.; HAVIG, M. T.; SCHWABER, M. K.; OSSOFF, R. H.; ZEALEAR,

D. L. Otoryngology — Head and Neck Surgery. v. 106, p. 345 —350. 1992.

LAUTO, A.; TRICKETT, R.; MALIK, R.; DAWES, JM.; OWEN, ER. Laser-activated solid
protein bands for peripheral nerve repair. Lasers Surg. Med., New York, v. 21, p. 134-141.

1997.

LEHMAN, R. A. W; HAYES, G. J. Degeneration and regeneration in peripheral nerve. Brain,

Boston, v. 90, p. 285-295, 1967.

LUNDBORG, G.; BRANEMARK, P.I. Microvascular structure and function of peripheral
nerves. Vital microscopic studies of the tibial nerve in the rabbit. Adv. Microcirc., v. 1, p.

66-88. 1968.

LUNDBORG, G. Structure and Function of the Intraneural Microvessels as Related to Trauma,

Edema Formation, and Nerve Function. The Journal of Bone and Joint Surgery, v. 57-A,



113

n. 7, p. 938-948. 1975.

LUNDBORG,G.; GELBERMAN, R H.; LONGO, FM.; POWELL, H.C.; VARON, S. In vivo
Regeneration of cut nerves encased in silicone tubes. Journal of Neuropathology and

Experimental Neurology, Lundborg, v. 41, n. 4, p. 412-422. July. 1982a.

LUNDBORG, G.; DAHLIN, L B.; DENIELSEN, N.; GELBERMAN, RH,; LONGO, FM;
POWELL, H.C.; VARON, S. Nerve Regeneration in Silicone Chambers: Influence of Gap
Length and of Distal Stump Components. Experimental Neurology, v. 76, p. 361-375.

1982b.

MACKINNON, S.E; NOVAK, C.B. Nerve Transfers. New options for reconstruction following

nerve injury. Hand Clin., v. 15, n. 4, p. 643-666. 1999.

MEDINACELIL, L., FREED, W.J. Peripheral Nerve Reconnection. Immediate Histologic
Consequences of Distributed Mechanical Support. Experimental Neurology, v. 81, p. 459-

468. 1983.
MEDINACELL L.; FREED, W.J.; WYATT, R.J. Penipheral Nerve Reconnection: Improvement
of long-term functional effects under simulated clinical conditions in the rat. Experimental

Neurology, v. 81, p. 488-496. 1983.

MEDINACELI, L.; SEABER, A.V. Experimental nerve reconnection: Importance of initial



114

repair. Microsurgery, v. 10, p. 56-70. 1989.

MEDINACELL L.; MERLE, M. How exact should nerve stump coaptation be? A new answer

given by “cell surgery”. Hand Surg., St. Louis, v. 16B, n.5, p. 495-498, Dec. 1991.

MEDINACELI L.; LEBLANC, A; MERLE, M. Functional consequences of isolated nerve
stretch: experimental long-term static loading. J. Reconstr. Microsurg., New York, v. 13, n.

3, p. 185-192. Apr. 1997.

MELLICK, R.S.; CAVANGH, J.B. Changes in blood vessel permeability during degeneration

and regeneration in peripheral nerves. Brain, v. 91, p. 141-160. 1968.

MIDGLEY, R.D.; WOOLHOUSE, F. M. Silastic sheathing technique for the anastomoses of

nerves and tendons. Can. Med. Assoc. J., Ottawa, v. 98, n.16, p. 550-551, Mar. 1968.

MILLESI, H.; MEISSL, G.; BERGER, A. The Interfascicular Nerve-Grafting of the Median and
Ulnar Nerves. The Journal of Bone and Joint Surgery, v. 54-A, n. 4, p. 727-750. June.

1972.

MILLESI, H. Microsurgery of Peripheral Nerves. World Journal of Surgery, v. 3, p. 67-79.

1979.



115

MORRIS, 1.H.; HUDSON, AR ; WEDDELL, G. A Study of Degeneration and Regeneration in
the Divided Rat Sciatic Nerve Based on Electron Microscopy. Zeitschrift fur Zellforschung

und Mikroskopische Anatomie, v. 124, p. 103-130. 1972.

NARAKAS, A. The use of Fibrin Glue in Repair of Peripheral Nerves. Orthop. Clin. North

Am., Philadelphia, v. 19, n. 1, p. 187-199, Jan. 1988.

NICHOLSON, O. R.; SEDDON, H. J. Nerve repair in civil practice. Br. Med. J., London, v. II,

p. 1065-1071. Nov. 1957.

O’DALY, J.A.; IMAEDA, T. Electron Microscopic Study of Wallerian Degeneration in
Cutaneous Nerves Caused by Mechanical Injury. Laboratory Investigation. V. 17, n. 6, p.

744-766. 1967.

OLIVER, J. E;; LORENZ, M. D.; KORNEGAY, J. N.Paresis of one limb. In:- Handbook of

veterinary neurology. Ed. W.B. Saunders Company, 3 edigdo, 1997, p.111 ~ 127.

OLSSON, Y.; KRISTENSSON, K. The Perineurium as a Diffusion Barrier to Protein Tracers

Following Trauma to Nerves. Acta Neuropath., v. 23, p. 105-111. 1973.

ORGEL, M.G.; TERZIS, J K. Epineurial vs. Perineurial Repair. Plast. Reconstr. Surg., v. 60, n.

1, p. 80-91. July. 1977.



116

RAFF, M.; DURAND, B.; GAO, F. B. Cell number control and timing in animal development:
the oligodendrocyte cell lineage. In -: Simpésio das Sociedade Brasileira de Microscopia e

Microanilise e Biologia Celular. Sdo Paulo, 3 4 dezembro, 1998.

SANDERS, F K.; YOUNG, J.Z. The role of the peripheral stump in the control of fibre diameter

in regenerating nerves. Journal of Physiology., v. 103, p. 119-136. 1944.
SEDDON, H.J. The three types of nerve injury. Brain, v. 66, p. 237. 1943.

SHANTHAVEERAPPA, T.R; BOURNE, GH. The Perineural Epithelium: Nature and

Significance. Nature, v. 199, n. 4893, p. 577-579. 1963.

SHANTHAVEERAPPA, T.R.; BOURNE, G.H. Perineural Epithelium: A New Concept of its
Role in the Integrity of the Peripheral Nervous System. Science, v. 154, n. 3755, p. 1464-

1467. 1966.

SMAHEL, J.; MEYER, V. E.;; MORGENTHALER, W. Silicone cuffs for peripheral nerve repair:
experimental findings. J. Reconstr. Microsurg., New York, v. 9, n. 4, p. 293-297, July.

1993.

SON, Y-J.; TRACHTENBERG, J.T., THOMPSON; W.J. Schwann cells induce and guide

sprouting and reinnervation of neuromuscular junctions. Trends Neurosci., v. 19, n 7, p.

280-285. 1996.



117

SOUZA, M.V. Neurotoxicidade tardia experimentalmente induzida por haloxon em ovinos.

Santa Maria — RS, 1993. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — UFSM

SOUZA, M.V,; GRACA, DL.; FERRAO, SMN.; CONTESINI, E.A. Regeneration of
peripheral nerve fibres following Haloxon-induced Degeneration. Braz. J. vet. Res. Anim.

Sci., v. 33, n. 4, p. 231-234. 1996.

STENSAAS, L.; MONTI BLOCH, L.; GARCIA, R.; SOTELO, J. Snug tubular enclosures
reduce extrafascicular axonal escape at peripheral nerve repair sites. Experimental Neurology,

v. 103, p. 135-145. 1989.

STOPIGLIA, A. J.; ERHART, E. A. Utilizagdo de técnica microcirirgica na neurorrafia de
animais domésticos. Estudo experimental da reparagdo fascicular no nervo ulnar de cdo
(Canis familiaris). Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. Sdo. Paulo, v. 24, n. 2, p. 193-208.

1987.

SUEMATSU, N. Tubulation for peripheral nerve gap: its history and possibility. Microsurgery,

New York, v. 10, n. 1, p. 71-74. 1989.

SUMMERS, B. A.; CUMMINGS, J. F.; de LAHUNTA, A. Diseases of de peripheral nervous

systems. In: - Veterinary neuropathology, ed. Mosby, 1995, p. 402 —495.



118

TARLOV, 1. M,; DENSLOW, C.; SWARZ, S.; PINELES, D. Archives of surgery, v. 47, n 44,

p. 44 — 58,1943

THOMAS, P K. The cellular response to nerve injury. 1. The cellular outgrowth from the distal

stump of transected nerve. Journal of Anatomy, v. 100, p. 287-303. 1966.

TRUMBLE, TE.; McCALLISTER, W.V. Repair of Peripheral Nerve Defects in the upper

extremity. Hand Clin., v. 16, n. 1, p. 37-52. 2000.

TSUGE, K.; YOSHIKAZU, I.; SAKAUE, M. A new technique for nerve suture. Plast. Reconstr.

Surg., Baltimore, v. 56, n. 5, p. 496-500. Nov. 1975.

TUPPER, J.W,; CRICK, J.C.; MATTECK, L.R. Fascicular Nerve Repairs. A Comparative Study
of Epineurial and Fascicular (Perineurial) Techniques. The Orthopedic Clinics of North

America, v. 19, n. 1, p. 57-69. January. 1988.

UZMAN, B.G; SNYDER, D.S; VILLEGAS, G.M. Status of Peripheral Nerve Regeneration. In:
SEIL, F.J. Neural Regeneration and Transplantation. New York: Alan R. Liss, 1989.

294p. p. 15-28.

VARITIMIDIS, SE.; SOTEREANOS, D.G. Partial Nerve Injuries in the upper extremity. Hand

Clin., v. 16, n. 1, p. 141-149. 2000.



119

VAN NES, J.J. Electrophysiological evaluation of traumatic forelimb paralysis of the dog.

Research in Veterinary Science, v. 40, p. 144-147. 1986.

VUORINEN, V_; SIIRONEN, J.; ROYTTA, M. Axonal regeneration into chronically denervated

distal stump. Acta Neuropathol., Berlin, v. 89, n. 3, p. 209-218. 1995.

WANG, H.; TESSIER-LAVIGNE, M. En passant neurotrophic action of an intermediate axonal

target in the developing mammalian CNS. Nature, v. 401, p. 765 — 769, 1999.

WEISL, H.; OSBORNE, G.V. The pathological changes in rats’ nerves subject to moderate

compression. Journal of Bone and Joint Surgery, v. 46-B, n. 2, p. 297-306. May. 1964.

WEISS, P.; DAVIS, H. Pressure Block in Nerves Provided with Arterial Sleeves. Journal of

Neurophysiology, v. 6, p. 269-286. 1943.

WISE JR.,, A. J, TOPUZLU, C,, DAVIS, P.; KAYE, LS. A comparative analysis of macro- and
microsurgical neurorrhaphy technics. Am. J. Surg., Newton, v. 117, n. 1, p. 566-572. Jan.

1969.

YOUNG, J.Z.; MEDAWAR, P.B. Fibrin Suture of Peripheral Nerves. Measurement of the rate of

regeneration. The Lancet, v. 239, p. 126-128. 1940.



120

YOUNG, J.Z.,; HOLMES, W. SANDERS, FK. Nerve Regeneration. Importance of the

peripheral stump and the value of nerve grafts. The Lancet, v. 239, p. 128-130. 1940.



