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RESUMO

Estudou-se o reparo tubular de perdas de segmento de nervo
periférico mediante o uso do pericardio bovino preservado como material
para a confeccdo do tubo. O Ratus norvegicus foi o animal de
experimentacdo. Os resultados revelam que houve regeneracao de fibras
nervosas procedentes do cabo proximal, atingido o cabo distal do nervo,
em 97,3% de uma amostra que exclui os casos que apresentaram
complicacbes incompativeis com o0 processo de regeneracdo neural.
Conclui-se que o pericardio bovino é material de facil obtencdo e manuseio
cirirgico, determina reagcdo tecidual desprezivel e comporta-se
adequadamente enquanto material para o reparo tubular de defeitos
experimentais de nervo ciatico em ratos. Sugere-se o aperfeicoamento

deste método com vistas a sua possivel aplicacéo clinica.
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INTRODUCAO

Entende-se por reparagdo tubular de um nervo periférico a utilizacdo de
um tubo no qual sao inseridos os cotos de um nervo seccionado com a
finalidade de permitir adequadas condi¢ces para o0 processo de regeneracao
neural, estabelecendo-se assim continuidade do nervo lesado.

Collin et al. (1984) definem o reparo tubular como sendo o
preenchimento de urna perda neural por meio de um condutor interposto entre
0s cotos. Sunderland (1991) refere-se a reparacao tubular como o0 uso de um
material tubular (veia, artéria, tecido mesotelial ou material biodegradavel,
entre outros) atuando como um condutor no sentido de facilitar a passagem
de axbnios em regeneragcdo através de um segmento de perda de tecido
neural.

Os eventos celulares e bioquimicos que ocorrem dentro do tubo ja foram
alvo de estudos, particularmente em tubos pseudo-sinoviais (Lundborg et al.,
1997). Inicialmente, o tubo é preenchido por fluido e, posteriormente, é
formada uma matriz de fibrina contendo macrofagos. A matriz € povoada por
capilares e células de Schwann a partir tanto do coto proximal como do distal.
Segue-se o crescimento axonal proveniente da extremidade proximal.

As técnicas classicas da reparacdo de nervos sdo a sutura término-
terminal, seja epineural ou perineural, e os enxertos de nervo. A primeira &
indicada nos casos em que existe pouca perda de segmento,
permitindo um afrontamento dos cotos proximal e distal com um ajuste

fascicular adequado e uma sutura sem tensdo. Este dltimo fator
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é fundamental para obtencdo de resultados satisfatorios. Assim, a esta
situacao nao interessa o reparo tubular.

No caso de perdas mais extensas, nas quais o principio da sutura
sem tensdo nédo pode ser atendido, o enxerto de nervo surge como
procedimento de escolha (Suematsu et al.,, 1989). Entretanto, alguns
autores consideram os resultados desta ultima técnica ndo totalmente
satisfatérios (Sedon, 1975; Sunderland, 1978; Brunelli, 1985). As areas
doadoras sdo escassas e podem se mostrar insuficientes para resolver
necessidades de reparacfes mais extensas. Na area doadora, existe
uma perda sensorial residual que representa uma sequela de gravidade
variavel. O leito receptor destes enxertos pode mostrar-se com intensa
fibrose e com poucas condi¢cdes para uma adequada vascularizagédo do
enxerto, situacao esta mais frequente nos casos em que, usualmente,
também se necessita de um enxerto de maior comprimento.

A reparacdo tubular é uma técnica cirurgica alternativa para a
resolucdo de lesGes neurais com perda importante de segmento em um
nervo periférico. Esta técnica apresenta algumas vantagens, tais como:
prover orientacdo por contato para um alinhamento longitudinal do
crescimento neural; reduzir a invasao de fibrose no microambiente de
regeneracao; e inibir o crescimento axonal extrafascicular (Collin, 1984).
Além destas, podemos mencionar que a presenca do tubo propicia um
microambiente mais favoravel a regeneracdo neural, permitindo uma
atuacao adequada de substancias sollveis envolvidas neste processo.

Muitos materiais foram utilizados para a constru¢cdo do tubo
(Quadros 1 e 2). No entanto, uma das grandes vantagens desta técnica

seria, uma vez definido um tipo 6timo de material, a de se dispor de uma
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guantidade ilimitada desse material para atender as mais diversas necessidades
do cirurgido a qualquer momento. Talvez, este seja 0 caso do pericardio bovino
preservado, pois é material disponivel comercialmente e em quantidade
suficiente para preencher grandes perdas; sendo exdgeno elimina a questdo de
sequelas residuais nas areas doadoras, comuns nos casos de enxertos
autdlogos; tem baixa imunogenicidade devido ao sistema utilizado para seu
preparo; e pode ser aplicado em zonas de intensa fibrose, com leito de pobre
vascularizagéo, uma vez que, preservado, ndo necessita revascularizagao.
Como se vé, o pericardio bovino preservado preenche varias condi¢cfes
para se tornar um material de escolha para o reparo tubular de perdas neurais.
Assim, propde-se o estudo experimental da reparacéo tubular neural com
uso de pericardio bovino preservado, com o0 objetivo de se verificar a
possibilidade da ocorréncia de regeneracdo neural desde o coto proximal até o

distal®.

Para a producgédo deste texto, utilizou-se :
UNESP. Normas para publicacdes. v. 2, Referéncias Bibliogréaficas; v. 4, Dissertacdes e Teses;
NOMINA anatémica, 5° ed.. MEDSI.



REVISAO DE LITERATURA

As primeiras referéncias a reparacdo tubular remontam ao fim do século
passado. Weiss (1944) apresenta uma extensa lista de artigos publicados

versando sobre esse assunto (Quadro 1):

Quadro 1- Principais publicactes até 1943 sobre reparo tubular (Weiss, 1944 )

Autor Ano Material utilizado

Gluck 1880 osso descalcificado
Vanlair 1882 osso descalcificado
Kolliker 1890 osso descalcificado

v. Biingner 1981 artéria; veia

Huber 1895 membrana de cartilagem
Payr 1900 magnésio

Pomerancew 1900 osso descalcificado
Lotheissen 1901 gelatina

Foramitti 1904 artéria; preservada ou ndo
Craig & Ellis 1905 membrana de cartilagem
Sherren 1906 membrana de cartilagem
Treutlein 1906 artéria

v. Auffenberg 1907 osso descalcificado
Hashimoto & Tokuoka 1907 artéria preservada
Tilmanns 1907 *

Wrede 1909 veia

Ropke 1910 *

Perekropoff 1913 artéria, veia

Denk 1914 fascia

Eden & Rehn 1914 tecido adiposo

Hirschel 1915 artérias preservadas
Auerbach 1915 galalite

Fullerton 1915 veia

Hans 1915 epineurio

Heile & Henzel 1915 borracha nédo vulcanizada
Kirk & Lewis 1915 fascia

Kredel 1915 fascia e gordura

Nageotte 1915 veia
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Autor Ano Material utilizado
{ continuagdo do Quadro 1)

Bethe 1916 artéria

Edinger 1916 tubo de 4gar

Mauclaire 1916 traquéia

Meisel 1916 fascia

Auerbach 1916 preparado de caseina

Stracker 1916 veias; tubo de agar

Bencke 1917 tubo de 4gar; artéria

Burk 1917 tubo de dgar

Dustin 1917 artéria; veia; fascia

Eden 1917 artéria in situ

v. Enderlen & Lobenhoffer 1917 artéria; nervura central de
pena ; tubo de dgar

Hohmann & Spielmeyer 1917 tubo de agar; artéria

Kirschner 1917 tubo de 4gar; fascia e
gordura

Miiller & Berlinger 1917 tubo de 4gar; artéria

Perthes 1917 tecido adiposo

Spitzy 1917 tubo de agar

Steinthal 1917 borracha

Bielschowsky & Unger 1918 dura preservada

Meuriot & Platon 1918 borracha

Platt 1919 fascia lubrificada; veia

Huber 1920 artéria, fascia, membrana
cartilaginosa

Stopford 1920 fascia; veia

Kraus & Reisner 1940 muisculo, gordura

Verne & Iselin 1941 pergaminho

Spurling 1943 tantalo

* No original, o autor ndo menciona os materiais utilizados.

Pode-se depreender que o interesse por este tipo de reparo nunca

diminuiu com o passar dos anos. No entanto, somente em 1944

comecaram a surgir publicacbes mais consistentes sobre o0 assunto

(Quadro 2).
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Quadro 2 - Principais publicacdes sobre reparo tubular de 1944 a 1998 (lista

parcial).

Autor Ano Material utilizado

Weiss 1944 tantalo

Weiss 1944 artéria

Weiss 1946 artéria

Campbell 1956 milipore

Moback 1958 milipore

Campbell 1961 milipore

Chao 1962 amioplastina

Gulati 1969 enxerto arterial

Lumborg 1980 pseudosindvia

Rosen 1980 coldgeno

Lundborg 1981 mesotélio

Chiu 1982 veia

Lumborg 1982 silicone

Molander 1982 poliglactina

Gibby 1983 coldgeno

Rosen 1983 dcido poliglicélico

Uzman 1983 acrilico semi permeével

Collin 1984 coldgeno

Scaraveilli 1984 filme pldstico de PVC

Seckel 1984 poliéster

Henry 1985 poliéster

Mackinnon 1985 pseudosinovia

Mackinnon 1988 acido poliglicélico PGA

Madison 1988 silicone

Rosen 1989 coldgeno

Walton 1989 veia

Suemutso 1989 veia

Wang 1993 veia invertida

Brunelli 1993 veia e musculo

Den Dunnen 1993 co-polimero de poli-L-lactide e poli-&
capro-lactona

Benito-Ruiz 1994 veia invertida

Langone 1995 poliorganofosfazeno

Wang 1995 veia invertida

Lundborg 1997 silicone/poliamida

Foidart-Dessalle 1998 veia com células de Schwann




Para o reparo tubular, Lundborg et al. (1980) utilizaram um tubo
pseudo sinovial previamente formado em torno de uma protese de tendao
de silicone concluindo que, apoés trés meses, ha a formacao de um nervo.
Chiu et al. (1982) repararam defeito neural com enxerto de veia, obtendo
regeneracdo neural através da luz da veia, inclusive com reinervagéo
muscular demonstrada por eletromiografia. Gibby et al. (1983)
seccionaram nervo radial de gatos em grupos néo reparado, reparado com
sutura e reparado com tubo de colageno. Concluiram que, mesmo
havendo regeneracdo em todos os grupos, o reparado com tubo de
colageno apresenta melhor reinervacdo de estruturas sensorias da pele.
Colin et al. (1984) nao encontram diferenca substancial de resultados entre
trés grupos que utilizaram, isto &, reparo em nervo tibial de ratos com tubo
de colageno, com tubo pseudo-sinovial e por enxerto de nervo. Entretanto,
reconhecem que o reparo tubular apresenta algumas vantagens sobre o
enxerto de nervo, particularmente no que se refere a ocorréncia de fibrose.
Mackinnon et al. (1985) promoveram um avanco neste modelo ao
utilizarem reparo tubular com tubo pseudo-sinovial em primatas, logrando
regeneracdo adequada das fibras nervosas entre 0s cotos.
Posteriormente, Mackinnon et al. (1988), ja em um estudo de aplicacdo
clinica, utilizaram tubo confeccionado com acido poliglicélico (PGA),
relatando excelentes resultados aferidos pelos testes de discriminacao de
dois pontos moveis e estatico. Referem também que, de forma geral, seus
resultados com o tubo de PGA séo superiores aos obtidos com enxerto de
nervo. Da mesma forma, Walton et al. (1989) apresentam uma série de 22
nervos digitais reparados com enxerto de veia, concluindo que os defeitos

com tamanho entre um e trés centimetros apresentam resultados similares
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aos obtidos com enxerto de nervo. Dentro do conceito de compartimentos
extraperineural e endoperineural, Rosen et al. (1989) corrigiram defeitos
criados em nervos mediano e ulnar de gatos envolvendo os fasciculos
seccionados com uma membrana de colageno hipoantigénico. Concluem
que os resultados obtidos com a reparagdo tubular ndo sao
significativamente diferentes dos alcancados tanto com sutura epineural
como perineural. Entre 1991 e 1994, Lundborg et al. apresentaram dois
artigos sobre o uso clinico da técnica do tubo pseudo sinovial a partir de
protese de silicone para reparar os nervos ulnar e mediano Em 1995,
Langone et al. discutem o uso de reparo tubular com protese de
poliorganofosfazeno com a caracteristica de se tratar de um material
biodegradavel.

Em estudo mais direcionado ao uso de tubos para andlise das
caracteristicas da regeneragdo neural, Scaravilli et al. (1984a) reconhecem
que a presenca do coto distal é essencial para que ocorra uma regeneracao
adequada. Seckel et al. (1984) apresentam evidéncias que apoiam a nog¢ao
de que os tecidos do coto distal exercem um efeito tréfico essencial nos
axonios do coto proximal para lograr sua regeneracao. Scaravilli et al. (1984
b) utilizaram o modelo do reparo tubular para estudar o processo de
formacao e organizacao estrutural do perineuro. Madison et al. (1985,1988),
demonstram que a introducdo de colageno ou gel de laminina dentro do
tubo favorece a regeneragédo axonal, permitindo que esta ocorra mesmo
com grandes distancias entre os cotos. De fato, Suematsu et al.
(1989) comentam, em experimento de reparo tubular com veias, que o
sucesso da regeneracdo neural com este material poderia, em parte, ser

devido a uma possivel secrecdo de laminina a partir das células do
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endotélio da veia. O uso de veia invertida surgiu com vistas a evitar-se 0
possivel efeito bloqueador da progressdo axonal pelas valvulas em sua
parede (Wang et al., 1993; Benito -Ruiz et a1,1994). Com vistas a resolver o
problema do colabamento da veia, foi proposta a introdugdo de musculo
desnaturado em sua luz (Brunelli et al., 1993). Além de prevenir o
colabamento, o musculo desnaturado teria a vantagem de apresentar um
substrato adequado para o elongamento axonal através da membrana basal
da célula muscular. Em verdade, o uso de musculo desnaturado, visando
promover a regeneracgao neural, j& tinha sido investigado extensivamente por
Glasby et al. (1990).

Preocupado quanto ao comprimento, e na tentativa de obter
regeneracdo em defeitos de maiores dimensdes, Maeda et al. (1993) e
Francel et al. (1997) sugeriram introduzir dentro de um tubo de silicone
varios segmentos de enxerto de nervo, contemplando assim a presenca de
células de Schwam e de fatores neurotréficos que seriam liberados a partir
das células destes segmentos. Ja Lundborg et al. (1997) introduziram
filamentos de poliamida que agiriam como facilitadores da progressao
axonal.

A bibliografia consultada permite dizer que esta técnica tem sido
utilizada para o estudo dos fatores celulares e bioquimicos do processo de
regeneracdo neural e, mais restritamente, como aplicacao clinica. A continua
presenca de trabalhos em periddicos cientificos versando sobre este assunto
atesta seu perene interesse e atualidade. Constata-se também que, até o
momento, ndo existem referéncias ao uso de pericardio bovino para a

confeccao do tubo.



MATERIAL E METODOS

1. Animais de Experimentagao

Foram utilizados 86 ratos (Ratus norvegicus) com 45 a 50 dias de
idade, machos, pesando entre 180g e 215g (média de 197g), fornecidos
pelo Biotério Central do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista "Julio de Mesquita Filho". Desses 86 animais, quatro foram
utiizados para a padronizacdo da técnica empregada, dezessete
destinaram-se ao grupo controle e 0s restantes sessenta e cinco ratos
serviram as fases definitivas de experimentacédo. Todos os animais foram
mantidos em caixas de plastico forradas com maravalha e com tampa de
grade metalica por onde recebiam agua ad libitum por suc¢éo em frasco de
vidro emborcado e alimentacdo padronizada constituida de racdo para

hamster.

2. Grupos experimentais
Os animais foram divididos em dois grupos: tratado e controle. Por
sua vez, cada grupo foi dividido em dois subgrupos diferenciados pelo
tamanho do defeito experimental criado no nervo ciético, constituindo-se
assim quatro subgrupos (A,B,C e D). Para os subgrupos A e C foi criado
um defeito de 9 mm e para os subgrupos B e D, um defeito de 13 mm,
como pode se verificar no Quadro 3.
Uma vez estabelecida a padronizacdo da técnica empregada, 0s
animais foram incluidos no grupo tratado ou controle de modo aleatorio
por sorteio, mantendo-se a propor¢cdo de um animal do grupo controle

para quatro do grupo tratado. O tratamento experimental consistiu ha
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introdugdo de um tubo de pericardio bovino no defeito criado no nervo
ciatico do membro posterior direito e o grupo controle sofreu apenas
resseccdo de segmento do nervo, nas mesmas dimensdes do grupo

tratado.

Todos os animais foram observados por um periodo aproximado de

cinco meses apos o procedimento experimental.

Quadro 3 - Divisdo dos animais de experimentacdo quanto ao numero e
tamanho do defeito neural.

Dimensao Numero de animais
Subgrupos (em mm ) tratado controle
A 9 29 | -
B 9 — 8
C 13 3 |
D 13 — 9
Total 65 17

3. Sequéncia dos Tempos Experimentais

3.1. Pesagem inicial do animal.

3.2. Inspecédo da pata do membro posterior direito.

3.3. Goniometria do angulo passivo de flexao plantar da
articulacao do tornozelo do membro posterior direito.

3.4. Anestesia.

3.5. Tricotomia da regido lateral do membro posterior

direito.
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3.6. Colocacdo do rato em decubito ventral horizontal
com os membros posteriores em abducdo, fixados
em placa de cortica por meio de agulha
hipodérmica.

3.7. Procedimento cirdrgico padronizado.

3.8. Recuperacgdo anestésica.

3.9. Manutencao dos animais

3.10 Pesagem final do animal.

3.11. Inspecédo da pata do membro posterior direito.

3.12. Goniometria do angulo passivo de flexdo plantar da

articulagéo do tornozelo do membro posterior direito.

3.13. Sacrificio do animal.

3.14. Abertura cirargica do local de experimento.

3.15. Retirada de segmento de nervo contendo o tubo
experimental.

3.16. Inspecdo do segmento de nervo nos animais do
grupo controle.

3.17. Processamento dos segmentos de nervo para
histologia.

3.18. Histologia.
3.19. Contagem de ax6nios mielinizados.

4. Atributos Estudados

4.1. Peso corpéreo ( PC).

4.2. Condicéao tréfica do tegumento da regido plantar do

membro posterior direito.



4.3. Mobilidade passiva da flexdo plantar da articulacdo do
tornozelo do membro posterior direito.

4.4. Achados histolégicos compativeis com regeneragao
neural de ponto proximal, médio e distal do segmento

experimental do nervo tratado.

4.5. Densidade axonal nos pontos proximal, médio e distal

do segmento experimental do nervo tratado.

5. Técnicas Utilizadas
5.1. Pesagem

Cada animal foi pesado logo no inicio dos tempos experimentais
e imediatamente antes do momento da eutanasia. Para a pesagem foi
utilizada balanca comercial comum com subdivisdo maxima de dez

gramas.

5.2 Inspecédo da pata do membro posterior direito.

Antes de iniciar o procedimento cirdrgico e de eutanasia do
animal, procedeu-se A inspecao da regido plantar do membro tratado

com vistas A presenca ou ndo de Ulcera plantar.

5.3. Goniometria da articulacéo do tornozelo.

Imediatamente antes do procedimento cirurgico, foi feita a
goniometria do Angulo passivo de flexdo plantar maxima da articulacéo
do tornozelo do membro posterior direito. Utilizou-se para tal um
gonibmetro de plastico. O mesmo procedimento foi seguido

imediatamente antes do sacrificio do animal.
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6. Anestesia

Os animais foram anestesiados por via peritoneal empregando-se o
pentobarbital® na dose de 1 mllkg de peso corporeo.
Complementarmente, o local de incisdo foi infiltrado com 2 a 3 ml de
solucéo de lidocaina a 1%. Ainda que variavel o tempo requerido para se
obter efeito anestésico suficiente para inicio do procedimento cirdrgico,
em nenhum caso houve necessidade de dose de manutengcdo. Em
eventuais casos de depressao respiratéria durante o ato cirlrgico ou no
periodo de recuperacdo poés-anestésica, 0s ratos sofreram aspiracao
traqueal com canula de polipropileno fina acoplada a uma seringa de 10
ml ou foram ventilados com ar ambiente insuflado por uma céanula de

polipropileno mais espesso em comunica¢cdo com uma péra de borracha.

7. Técnica Cirurgica

7.1. Posicao do animal

Apés a anestesia e tricotomia, os animais foram colocados em
decubito ventral - horizontal, sobre uma placa de cortica espessa. Os
membros posteriores foram abduzidos e fixados na placa por meio de
agulhas hipodérmicas 25x7 que transfixavam a pele da regiéo interdigital.
Os membros anteriores foram mantidos em posicdo por agulhas
hipodérmicas colocadas imediatamente atras e acima da regido dos

cotovelos.

Thionembutal ( Abbot® ).
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7.2. Antissepsia.

A porcao de pele tricotomizada no membro posterior direito foi
pincelada com solucdo de alcool iodado. Ressalte-se que, apds este
procedimento, o ato cirdrgico nao foi estéril. Apenas utilizaram-se luvas de
borracha limpas, fios de sutura inicialmente estéreis, laminas de bisturi
namero 15 inicialmente estéreis e material cirdrgico inicialmente
esterilizado. Entre um procedimento e outro, 0 material cirargico era limpo
com solucéo fisiologica e mantido em caixa de aluminio contendo solucao
de alcool iodado que os cobria completamente. Os fios de sutura, régua
metalica e papel milimetrado de eletrocardiografia também eram

imergidos nesta solucéao.

7.3. Via de Acesso

Foi utilizada uma incisdo longitudinal medindo cerca de seis
centimetros que comecava proximalmente a um centimetro lateralmente a
coluna vertebral e estendida distalmente sobre a face dorsal da
articulacéo do joelho, em direcéo ligeiramente obliqua. Apdés, por divulsao
romba entre as fibras do musculo biceps femoral, atingiu-se o plano do
nervo ciatico que, nesta situacdo se dispde sobre o musculo adutor
femoral. Identificou-se também a divisdo do nervo ciatico, a partir da fossa

poplitea, nos seus ramos sural, tibial posterior e fibular

7.4. Criagao do defeito neural.

Utilizando-se lupa cirdrgica de 3,5 aumentos marca Keeler, tanto
no grupo tratado como no controle, praticou-se a resseccdo de um
segmento do nervo ciatico, sendo referéncia proximal o ponto de
emergéncia do ramo muscular proximal para os musculos biceps femoral,

semitendinoso e semimembranoso (Daniel et al., 1977). Tomando-se este
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ponto como referéncia zero, foram medidas, de acordo com o grupo,
distancias de 9 mm e 13 mm. Procedeu-se entdo a incisdo no limite
proximal e distal com uma tesoura microcirargica e 0 segmento assim
determinado foi retirado da ferida operatoria, estendido sobre cartdo
numerado e preservado em solucdo de formalina a 10% para eventual
referéncia futura. A medida da distancia foi efetuada com um papel
milimetrado usado em eletrocardiografia e aferida com uma régua
milimétrica de metal graduada com dez centimetros de comprimento.

7.5. Preparacéo do tubo.

Retirou-se parcialmente de seu frasco uma membrana de
pericardio bovino preservado’ , medindo 11 cm x 6 cm e com espessura de
0,32 mm. Ressecou-se uma lamina de aproximadamente 4 x 3 cm. O
restante do material foi recolocado em seu frasco, o qual foi vedado com
tampa propria e lacrado com filme de PVC. A lamina para uso foi colocada
em uma placa de Petri contendo solucéo de cloreto de sodio a 9%, a qual
foi trocada até quatro vezes antes do uso do material. Dessa lamina foi
recortado um segmento retangular medindo, no seu lado maior, 4 mm a
mais do que o defeito criado, e 5 ou 6 mm em seu lado menor.

7.6. Reparacéo do defeito neural.

O retangulo de pericardio foi levado a ferida operatéria e
colocado sob os dois cotos do nervo ciatico (Fig.1). Tanto o coto proximal
como o distal foram fixados neste retangulo por meio de uma sutura de
mononailon 8 zeros? passada a 1 mm para dentro do lado menor do
retdngulo e tomando tecido epineural de um ponto situado a 1 mm do

limite do cabo em questdo. Apds, praticou-se uma sutura continua com o

| IMC® produzido por Biomédica Indistria, Comércio e Representagies SA. nimero 34943 2
Mononylon Ethicon®



mesmo fio, desde o lado distal até o proximal de maneira a aproximar os

dois lados maiores do retangulo na forma de um tubo (Fig. 2).

Fig. 1 — Desenho esquematico mostrando a lamina de pericardio
bovino em fase de fixacdo aos cotos seccionados.

Fig.2 — Desenho esguemético mostrando o tubo j& confeccionado.



7.7. Procedimento no grupo controle.

ApOs a resseccdo do segmento correspondente, conforme
descrito em 7.4, tomou-se o0 cuidado de ndo manipular os cabos,
deixando-os fixos ao mauasculo subjacente pela ténue fascia que
normalmente recobre o nervo ciatico junto ao referido grupo muscular. De

imediato, executou-se o fechamento da ferida operatoria.

7.8. Fechamento da ferida operatéria.

Ap6bs irrigagdo com solucao de cloreto de sédio A 9%, os planos
musculares foram aproximados manualmente e a pele foi fechada com
sutura continua de mononailon* 5 ou 6 zeros de acordo com a
disponibilidade e, finalmente, a ferida foi pincelada com solugcéo de alcool

iodado.

8. Eutanasia

Ao completar o tempo aproximado de experimentacédo, cada animal
sofreu eutanasia mediante inalacdo de éter em ambiente saturado. Cada
um foi colocado em uma caixa de plastico emborcada, medindo
aproximadamente 45 x 30 x 25 cm juntamente com um chumaco de
algodao fartamente embebido em éter sulfurico até constatacdo de morte
por auséncia de batimentos cardiacos aferida pela palpacédo do térax do
animal. Tomou-se o cuidado de que a eutanasia fosse procedida em

ambiente isolado do local onde se encontravam os demais animais.

! Mononylon Ethicon®
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9. Coleta de dados

Imediatamente antes de sofrerem eutanasia os animais foram
pesados, inspecionados quanto a presenca ou nao de Ulcera plantar e
submetidos a goniometria do angulo passivo de flexdo plantar maxima da
articulacao do tornozelo do membro posterior direito. Os resultados destes
atributos foram devidamente anotados em formulario apropriado.
Informacdes adicionais quanto ao aspecto do tubo e presenca ou
auséncia de reacdo inflamatéria também foram anotadas no mesmo

documento, assim como outros comentarios.

10. Processamento para histologia.

No caso dos animais do grupo tratado, um segmento do nervo
ciatico foi retirado com uso de bisturi descartavel com |amina numero 15.
Deste, forma  destacados trés segmentos  correspondendo
respectivamente a: segmento proximal para fixacdo em tetroxido de 6smio
a 4%; segmento médio para fixacdo em tetroxido de 6smio a 4%; e
segmento distal para fixacdo em tetroxido de ésmio a 4% (Quadro 4). Em
alguns casos, separou- se um segmento adicional, do segmento proximal
ou distal, que recebeu um indice para sua identificacdo. Assim, um
segmento extra proximal fixado em tetroxido de désmio recebeu a
denominagéo de P1 e um segmento extra distal recebeu a denominagao

de DI.

No caso dos animais do grupo controle, onde a inspecao permitiu
inferir a possibilidade de ter havido crescimento neural que atingiu o coto
distal, o segmento foi globalmente retirado e enviado para processamento
com fixacdo em tetroxido de 6smio visando investigacdo sob microscopia

Optica.
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Quadro 4- Identificacdo do processamento histopatologico.

Numero Segmento Fixacdo Coloracdo
1 proximal 6smio H&E
2 médio 6smio H&E
3 distal Osmio H&E

11. Contagem de axbnios mielinizados nos segmentos proximal, médio e
distal.

As laminas processadas, conforme explanado no item anterior,
foram focalizadas em aumento de 50 X em um microscépio Zeiss
Axioplan 2 gerenciado por um computador Dell Latitude XPi. A imagem
digitalizada captada por uma camera SONY Hyper HAD digital foi enviada
e congelada no monitor de video de um segundo microcomputador por
meio do programa de sistema de imagens KS 100 versao 2.0 da Kontron
Elektronik. ApGs calibracédo pertinente, tracou-se com mouse 0 perimetro
integral do nervo contido no espaco delimitado pelo tubo de pericardio
bovino e sua area foi medida em p2. Imediatamente, ajustou-se o valor da
objetiva para obter-se aumento de 400X. Uma vez focalizada, a imagem
assim obtida foi novamente enviada a. tela do monitor e congelada.
Por meio do mesmo programa desenhou-se uma grade com lado
padronizado de 50p, correspondendo cada quadrado a uma area de 2.500
p2. Ao acaso foram selecionados trés quadrados e todos os

axobnios mielinizados foram contados. Para tal, utilizou-se o
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mouse com cursor em cruz que executa a marcacao de cada axénio
mielinizado e automaticamente numera e acumula os valores resultando

no somatdério de todos os axénios contados em cada quadrado.

Com estes valores obteve-se a meédia do numero de axodnios
mielinizados numa &rea de 2.500 p® para cada caso estudado. Em
interagdo com a éarea total do nervo anteriormente calculada, obteve-se a
estimativa do numero total de axénios mielinizados no caso em estudo,

utilizando-se a seguinte férmula:

NA = Xax At/ 2,500 p*

sendo que NA corresponde ao numero total de axénios mielinizados para
0 caso em estudo, Xa a média da contagem de axdnios nas grades e At a

area total do nervo em analise.

12. Analise de complicacbes

As complicacdes identificadas no momento da coleta de dados,
foram anotadas, tabuladas e discutidas quanto a sua relevancia aos

objetivos do estudo.

13. Analise estatistica

A analise do peso avaliado no inicio e final do experimento foi
realizada através da estatisticas multivariada dos perfis médios de grupos

independentes ((Wichern et al., 1992).
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Quanto ao resultado da inspecdo do trofismo do tegumento do
coxim plantar, utilizou-se o teste de Goodman (1964,1965) para
contrastes entre e dentro de proporc¢des binomiais

Para a goniometria do angulo passivo de flexdo plantar da
articulacdo do tornozelo, a comparacdo dos dois grupos foi realizada
através do teste de Mann-Withney.

O resultado quanto A presenca de axdnios nos segmentos proximal,
meédio e distal foi tratado pelo teste de Friedmann (Siegel et al., 1988).

Todas as discussfes no presente estudo foram realizadas em um

nivel de 5% de significancia.



RESULTADOS

Preliminarmente esclarece-se que, do inicio do experimento até a
coleta final dos dados, ocorreram fatos relevantes que justificaram uma
particularizacdo da amostra para cada atributo estudado. Tais
particularidades se encontram consolidadas nas tabelas 1 e 2. Para o caso
do peso corporeo, inspecdo do tegumento da regido plantar e goniometria
da articulacdo do tornozelo, excluiram-se apenas os casos falecidos
durante o periodo de observagcdo. Para o estudo histolégico, excluidos
estes, tomaram-se apenas 0S casos nos quais houve conexao
macroscopica entre o coto proximal e o distal. Desta forma, estédo incluidos

agui mesmo o0s casos com complicacdo nos quais este requisito foi

cumprido.
Tabela 1 — Particularizacdo da amostra de acordo com os atributos
estudados no grupo tratado.
Tamanho da amostra
Atributos Amostra Nio incluid Total
utilizada ao incluidos

Peso corpéreo 58 7 65
Inspecio plantar 58 7 65
Goniometria 58 7 65
Histologia 50 15 65

Contagem axonal 11 54 65




Tabela 2 — Particularizagcdo da amostra de acordo
estudados no grupo controle.
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com os atributos

Tamanho da amostra

Atributos Amostra Nd&o incluidos Total
utilizada
Peso corp6reo 16 1 17
Inspecio plantar 16 1 17
Goniometria 16 1 17
Histologia 1 16 17
Contagem axonal 0 17 17

Em relacdo aos atributos estudados, relatam-se o0s seguintes

resultados:

Quanto ao peso corpoéreo:

O ganho de peso dos animais do grupo tratado e do grupo controle

pode ser visto na Tabela 3. A tabela 4 apresenta o resultado da analise de

perfil quanto ao peso nos dois grupos. A figura 3 demonstra, em grafico de

linha, o perfil médio de cada grupo.



Tabela 3 - Média e desvio padrdao (DP) do peso em gramas (g) segundo
grupo e momento de avaliacéo.

Momento de avaliacdo
Grupo —
Peso inicial e DP Peso final e DP
Tratado 188,53 £17,32 597,16 + 61,46
Controle 199,25 +19,21 470,81 £114,22

Tabela 4 - Resultado da andlise de perfil da variavel peso nos dois
grupos de estudo (controle = C; tratado = T), avaliados em dois
momentos (Inicial = I; final = F).

Hipb6tese estatistica Resultado do teste Comentario
estatistico (“P-value”)
Os perfis médios nio
Semelhanca dos perfis | I/ F=32,45(p<0,01) [tém  comportamento
médios semelhante ao longo
dos momentos
Efeitos de grupos I:F= 4,58 (p<0,05) C#T
1:F = 35,07 (p<0,01) C#T
Efeito de momentos | ©* F = 162,52 (p<0.01) I#F
T : F = 1333,92 (p<0,01) 1#F
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Figura 3 - Grafico de linha dos perfis médios dos pesos inicial e final dos grupos
tratado e controle.



Quanto a inspecado do tegumento da regido plantar do membro

posterior direito:

Tabela 5: - Achados de inspe¢do quanto a presenca ou auséncia de Ulcera
plantar no membro posterior direito dos animais tratados e de

controle.

Preﬁsirgg de Grupo tratado Grupo controle
sim 10 17,2 05 294
néo 48 82,8 12 70,6
total 58 100 17 100

A tabela 5 revela, através do teste estatistico de Goodmann, que

nao ha diferenca entre os grupos tratado e controle quanto a ocorréncia de

tlcera (P< 0,05). Desta forma, ndo se detectou associacdo entre a

presenca de Ulcera e o tratamento dos animais. Porém, em ambos 0s

grupos, a auséncia de Ulcera tem predominancia significativa em relacéo a

sua presenca (P<0,05).
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Na goniometria efetuada na articulagédo do tornozelo:

Tabela 6. Resultado da goniometria da articulacdo do tornozelo no
momento da eutanasia entre os animais do grupo tratado que

apresentaram ou nao complicacdes no periodo de observacéao.

0° -49° 50° e mais Total
Complicagdes
N % N % N %
sem 34 89,5 4 10,5 38 100,0
com 11 55,0 9 45,0 20 100,0
total 45 77,5 13 22,5 58 100,0

Considerando-se a faixa de angulos de valores aceitaveis (0° - 49°),
houve predominancia de individuos sem complicacdes (P<0,05). O
contrario ocorreu em relacdo a faixa de angulos de valores néo aceitaveis
(50° e mais). No grupo com complicacbes, h& equilibrio de ocorréncia de
individuos com angulos dentro dos valores aceitaveis e ndo aceitaveis. No
grupo sem complicacdes, a ocorréncia de individuos com angulos de 0° a
49° (aceitaveis) € significativamente maior (P<0,01) que os com angulos

igual ou acima de 50° (ndo aceitaveis).
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Tabela 7 - Distribuicdo dos individuos do grupo controle e tratado quanto a

faixa de angulos aceitaveis e ndo aceitaveis.

Grupo 0° - 49° 50° e mais total
Controle 11 68,8 5 31,2 16 100
Tratado 45 77,6 13 22,4 58 100

N&o existe associagdo do angulo com o fato do animal ser tratado
ou ndo. Em ambos os grupos, ha predominancia significativa (P<0,05) dos

angulos aceitaveis em relacdo aos ndo aceitaveis.

Tabela 8 - Mediana, semi-amplitude total e resultado do teste estatistico da
comparacao dos grupos em relacdo a goniometria da articulagéo

do tornozelo.

Grupo Resultado do

Varidvel teste “P-value”
Controle (16) | Tratado (58) estatistico

~

Angulo 41,50 +28,50 | 22,50 + 61,50 2,03 P<0,05

Existe um efeito significativo da medida do angulo do tornozelo nos
dois grupos (tratado e controle), sendo que a resposta mediana do grupo

controle foi, significativamente, maior (P<0,05) do que a do grupo tratado.



Quanto a histologia de ponto proximal, médio e distal do

segmento experimental do nervo:

Encontram-se os resultados relatados nas tabela 9, 10 e 11. Nas
duas ultimas, para melhor visualizacdo, se diferenciam, no grupo tratado,
um conjunto com a totalidade dos casos possiveis de serem estudados
pela histologia e um conjunto com todo 0s casos nos quais nao ocorreram
complicacbes que pudessem criar empecilhos exdgenos ao processo de
regeneracao neural.

Em relacdo ao grupo controle, a inspecdo macroscopica durante a
eutanasia, verificou-se que apenas um dos casos apresentava conexao
entre os cotos proximal e distal por um filamento de tecido (Fig.4). Assim,
procedeu-se a coleta de todo o segmento, que foi submetido a histologia
nos mesmos padrdes para 0s casos tratados. O resultado revelou
presenca de axbnios mielinizados nos segmentos proximal, médio e
distal. Cabe explicar que os animais do grupo controle nao foram
submetidos a histologia, com exce¢do do caso acima mencionado, por

nao apresentarem material passivel deste procedimento.
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Fig. 4 — Demonstracao da conexao macroscopica entre coto proximal e
distal em um tinico caso do grupo controle.

Tabela 9 — Resultado da inspecdo macroscépica do nervo ciatico dos
animais do grupo controle, referida como presenca ou
auséncia de conexao entre o coto proximal e distal.

Conexao N %

Presente 1 6,2

Ausente 15 93,8
Total 16 100,0

A analise estatistica dos achados para o segmento proximal revela

que existe diferenca entre os grupos tratado e controle (P<0,05), sendo a

resposta do grupo tratado para a presenca de conexao neural maior que

40
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no grupo controle. Da mesma forma, sdo estes os resultados da analise
para os segmentos médio e distal.
No grupo controle ha predominancia significativa da auséncia de

conexao neural enquanto o inverso ocorre no grupo tratado (P<0,05).

Fig. 5 — O tubo de pericardio pode ser visto ao centro da figura, com os

cotos proximal e distal.

Nas figuras 5,6,7,8,9,10,11,12 e 13 podem ser vistos exemplos dos
achados macro e microscopicos apos a eutanasia dos animais.



Fig. 7. - A forma do tubo e a sutura de fechamento.
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Como complemento, apresenta-se a seguir a tabela 11 que
demonstra os resultados em que se retiram da andlise os individuos que
apresentaram complicacoes, todas elas incompativeis com a viabilidade de

efetuar-se conexao neural entre 0s segmentos.

Tabela 11 - Resultado do exame histopatoldégico em microscopia 6tica nos
segmentos proximal, médio e distal do segmento do nervo
tratado quanto a presenca ou nao de axdnios em 38 casos nos
guais ndo ocorreram complicagdes.

Segmento Proximal | Segmento Médio Segmento Distal

c/

axOnios 38 100% 37 97,3% 37 97,3%
s/

axonios 0 0% 1 2,7% 1 2,7%

Total 38 100% 38 100% 38 100%
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Fig. 10 — Corte no segmento distal onde se véem os arranjos fasciculares
(aumento original 50 x, H&E, 6smio)
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Fig. 11 — Em maior aumento, intensa populagao de axdnios mielinizados em corte
do segmento médio (aumento original 400 x, H&E, Gsmio).



Fig. 12 — Detalhe mostrando intensa populacao de axénios mielinizados
proximos a parede do tubo de pericardio bovino. (aumento original
1.000x, H&E, 6smio)
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Fig. 13 — Alguns fasciculos cresceram entre as fibras coldgenas da parede

do tubo de pericardio. A direita, vé-se a luz do tubo com maior contetddo
de ax6nios mielinizados (aumento original 400 x, H&E, 6smio).
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Quanto a contagem de axénios:

Tabela 12 - Resultado da mediana da contagem de ax6nios mielinizados
nos segmentos proximal, médio e distal com as respectivas

semi-amplitudes totais.

Segmento Proximal Médio Distal

mediana | 6.611,88 +8.25897 3.846,34 £3.959,65 3.311,42 +3.697,48

A tabela 12 revela que os segmentos médio e distal s&o

significativamente diferentes do proximal (P<0,05).

Quanto as complicacdes observadas:

Dos 65 animais do grupo tratado, sete faleceram durante o periodo
de observacdo, ndo sendo assim computados para a discussao dos
resultados. Do grupo restante (58 animais), as complicacbes observadas

sao descritas e analisadas nas tabelas 13,14 e 15 (Fig. 14).

Tabela 13 - Distribuicdo dos animais quanto a presenca ou auséncia de
complicagodes.

Complicagdes nimero de animais
Sem 38
Com 20

Total 58
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Tabela 14 — Distribuicdo dos animais tratados em relacdo ao tipo de

complicagao identificada.

complicagdes | €Ot0 distal abcesso desaparecimento total
fora do tubo do tubo
nimero de 1 5% 8 | 40% | 11 55% | 20 | 100%
€asos

Tabela 15 - Distribuicdo dos animais tratados em relacdo a ocorréncia de

Ulceras e complicagcdes no periodo de observacao

complica¢des
Ulceras total
com sem
Com 7 35,0% 4 10,5% 11 18,8%
Sem 13 65,0% 34 89,5% 47 81,2%
Total 20 100,0% 38 100,0% 58 100,0%

Em relagéo a esta ultima tabela, existe diferenga significante entre

0s grupos com e sem complicacbes em relacdo a presenca de Ulcera. O

grupo sem complicacbes apresentou uma menor porcentagem de Ulceras

do que o grupo com complica¢des (P<0,05).



Por outro lado, tomando-se o grupo com complicagbes, ndo ha uma
distribuicdo preferencial de Ulceras, enquanto que no grupo sem

complicacdes existe uma predominancia significativa da auséncia de ulceras (

P<0,05).

'__h‘;u E. o .‘, wii 5 ’ P22
Fig. 14 — Abcesso, podendo se ver o intenso infiltrado neutrofilico na
parede do tubo. Nao ha fibras nervosas em sua luz (aumento original

100 x, H&E, 6smio).
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DISCUSSAO

1. Quanto a metodologia

1.1. A reparacéo tubular

Sempre que ocorre a descontinuidade fisica de um nervo periférico, inicia-se
um processo biologico de reparacdo. Este processo € Unico, pois trata-se mais de
uma reparacao celular do que tecidual. Desde o cabo proximal ha uma progressao
dos axbnios em regeneracdo tendendo a atingir o cabo distal do nervo seccionado.
No presente contexto, ao espago existente entre estes dois cabos da-se o nome de
defeito neural. O resultado final desta regeneracdo em muito depende dos eventos
que ocorrem no ambiente deste defeito. As técnicas cirdrgicas basicas para o
tratamento destes defeitos (sutura término-terminal e enxerto) tém como objetivo a
garantia de condi¢cOes adequadas ao processo de regeneracdo, seja por garantir
orientacdo fisica aos axénios em crescimento, como para impedir o excessivo afluxo
de fibroblastos que obstruiriam fisicamente a progressdo axonal, ou otimizar a
atuacdo de fatores neuronotroficos e neuronotrépicos, fundamentais a um efetivo
processo de regeneragao.

De menor Vvisibilidade clinica, o reparo tubular também contempla as
finalidades acima descritas. Como relata Lundborg (1988), o processo inicia-se pela
presenca de uma matriz de fibrina no interior do tubo. Secundariamente, esta matriz
é invadida por fibroblastos, capilares e células de Schwann que migram tanto do coto
proximal como do distal. O cone de crescimento axonal surge a partir do coto
proximal, apoiando-se na parte interna da membrana basal das células de Schwann

e alonga-se em sentido distal. Este conjunto de células de Schwann, sua membrana



52

basal e o depdsito de colageno endoneural sobre sua superficie externa
recebe o nome de Tubos de Blngner.

O conceito da técnica de reparo tubular € antigo. As primeiras
referéncias remontam a 1880 (Weiss, 1944; Suematsu, 1989). De forma
simples, considerava-se a hipotese de se obter recuperacdo da funcao
neural pela interposicdo de algum tipo de tubo entre os cotos do nervo
seccionado. A presenca do tubo permitiria um local abrigado para o
crescimento das fibras nervosas, impedindo a invasao de fibroblastos e a
consequente ocorréncia de fibrose que bloqueasse mecanicamente a
progressdo das fibras em regeneracdo. Os resultados obtidos foram
alentadores e 0s pesquisadores preocuparam-se em diversificar os tipos de
materiais utilizados para a confeccdo do tubo. Os quadros 1 e 2 sé&o
eloquientes na demonstragéo deste interesse.

Entretanto, a hipétese de que um tubo interposto, como simples
elemento de passagem, poderia favorecer o processo de regeneracéo
neural, ndo basta por si. Existem outros dois conceitos que se associam
intimamente a esta hipdtese puramente mecanica — a orientagdo por

contato e os fatores quimiotéxicos.

Orientag&o por contato

Para a progressao da fibra nervosa em regeneracéo, ha necessidade
de uma interface entre meios de diferente densidades. Como refere Weiss
(1944), o crescimento ndo progride em um meio homogéneo a maneira das
raizes de uma planta. Nesta interface, o elongamento se daria pela tenséao
de superficie, semelhante ao 6leo que se dispersa ao ser derramado na

interface formada entre a 4gua e o ar. Na sequéncia, a pressao intra-axonal
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preencheria com axoplasma a extensdo axonal puxada pela tensédo da interface.
Desta forma, a progressdo do axoénio se daria por um mecanismo de avanco, e
preenchimento (pull-push). A tenséo interfacial se encarregaria do avanco e a
pressao intra-axonal pelo preenchimento. Assim, o crescimento axonal s6 podera
ocorrer ao longo de uma superficie. Entretanto, a orientagdo deste crescimento
estaria na dependéncia do arranjo celular deste substrato, estando esta direcéo
de acordo com a orientacdo das unidades fibrilares que compdem o substrato.

O cone de crescimento prefere alongar-se em substratos em que possa
melhor se aderir, e fibras coldgenas se identificam entre alguns dos substratos
preferidos para uma adequada elongacéo, tais como ceélulas da glia, células de
Schwann , fibrina, entre outros (Weiss,1944; Lundborg, 1988). Desta forma,
entende-se porque a presenca de um tubo de material adequado, efetivamente,
promova a regeneracao de forma ordenada, o que justifica os resultados positivos
encontrados em muitas publicacbes sobre reparo tubular No que concerne ao
estudo em discusséo, deve ser lembrado que o pericardio bovino preservado

apresenta um alto contetdo de fibras colagenas em sua parede.

Quimiotaxia

Proposto principalmente por Cajal (1908), este conceito baseia-se na
existéncia de substancias produzidas pelo coto distal que direcionariam o
crescimento axonal a partir do coto proximal. Como referido por Sunderland
(1991), os resultados mais significantes dos trabalhos produzidos por Cajal e seus

associados se resumem nos seguintes pontos:
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— as substancia quimiotaxicas sado produzidas pelo coto distal do nervo
seccionado.

— a dificuldade que axbdnios podem apresentar para orientar-se, quando
distantes do coto distal, sugerem que as substancias de orientacdo podem
ter um pequeno poder de difusao.

— 0 cone de crescimento axonal é extremamente sensivel tanto as influéncias
fisicas como quimicas do ambiente do defeito neural.

— aelaboracédo dos fatores quimiotaxicos no coto distal pode ser imputada, de
forma genérica, aos varios tecidos que constituem o nervo.

Apesar da descrenca nesta teoria logo apés proposta por Cajal (Weiss, 1944),
atualmente o conceito de que substancias difusiveis produzidas pelo coto distal
tém um vital papel na regeneracao axonal ndo pode ser mais negado (Scaravilli et
al., 1984; Seckel et al., 1984; Lundborg, 1988. Mackinnon et al.,1988b).

Para que melhor se possa entender a relacéo entre quimiotaxia e a técnica de
reparacao tubular, convém citar um conceito mais atualizado da funcédo da
guimiotaxia conforme Lundborg (1988): trata-se do crescimento direcionado de
fibras nervosas ao longo de um gradiente de concentracdo em direcdo a uma
fonte de algum tipo de substancia difusivel. Desta forma, entende-se que a
presenca do tubo atuaria como um facilitador para a manutencdo de um
microambiente favoravel a regeneracdo neural, uma vez que limitaria a evasédo
desta substancias quimiotéxias e poderia favorecer um gradiente de concentragéo

guantitativamente mais adequado as suas finalidades.
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Em resumo, a efetividade demonstrada em diversos estudos com reparo
tubular permite ser atribuida ao fato deste método atender tanto ao requisito da

orientacao por contato como ao da quimiotaxia.

1.2. Material de Experimentacao

1.2.1 Pericardio bovino preservado

Inicialmente, pensou-se em reprisar os estudos de Chiu et al. (1982)
com o uso de veia, adicionando-se uma significativa modificacdo que
consistiria na abertura longitudinal do segmento e o enrolamento de tal
segmento com posterior fixacdo dos cotos, distal e proximal, do nervo
seccionado. Com isto, pretendia-se eliminar o inconveniente desta técnica que
€ o0 do colabamento da veia com obstru¢cdo de sua luz e, adicionalmente,
proporcionar um suporte tecidual, particularmente pelas fibras colagenas, para
orientar o crescimento das fibras nervosas em regeneracdo. Entretanto, tal
tentativa demonstrou-se impraticavel dada a dificuldade de se obter, no animal
de experimentacao ( Ratus norvegicus ), segmentos de veia de comprimento
suficiente para cobrir a integralidade dos defeitos pretendidos (9 mm e 13 mm).
Além disto, o motivo do abandono de tal tentativa foi a impraticabilidade em
conseguir-se o enrolamento do segmento de veia da maneira desejada,
mormente pela desproporgéo entre sua espessura e largura.

Surgiu a idéia da utilizacdo do pericardio bovino preservado. Este
material tem varias aplicacbes na area cirargica, particularmente na
confeccdo de préteses valvulares em cirurgia cardiaca (Puig et al., 1983;
Braile, 1990) e, experimentalmente, de origem bovina ou equina,

na reparacdo de defeitos de parede toracica e abdominal (Stopiglia et al.,
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1986; Marques et al., 1986; Paulino et ai., 1987) , esofagoplastias (Alvarenga et
al., 1986), enxerto de tendado (Silvares et al.,, 1992), angioplastias, como
substituto dural (Marques et ai., 1988), entre outras.

Como se vera adiante, as caracteristicas do pericardio bovino
preservado em glutaraldeido contribuiram decisivamente para o interesse em
utilizar este material na confeccdo de um tubo visando a reparacdo de um
defeito neural.

Como referido anteriormente, a reparagéo tubular € método conhecido e
extensivamente estudado. A principal questao a ser discutida € a utilizacdo de
um novo material para tal fim, com caracteristicas que antecipam uma possivel
utilizacao clinica, isto €, com baixa imunogenicidade, excelente maleabilidade
para a confeccdo do tubo, auséncia de colabamento, desenvolvimento de
minima reacéo tecidual e facil e imediata disponibilidades. Tais atributos sdo
integralmente encontrados no pericardio bovino preservado.

De fato, tomando-se o0s experimentos similares mais representativos do
altimos anos, os materiais propostos sdo de preparo complexo ou custosa
obtencdo. A bainha pseudo-sinovial (Lundborg et al.,1980) requer uma
intervencao cirdrgica prévia para a introducdo de um bastdo de silicone ao
redor do qual se formara o tubo mesotelial onde, num segundo procedimento,
serdo incluidos os cotos do nervo seccionado. O tubo confeccionado com
polietilalanato, imidazoliffosfazeno (PEIP) (Langone et al.,1995) requer
laboriosa manipulacédo de solventes organicos.

Ao lado destas questdes operacionais, cabe ressaltar que a lamina
de pericardio se encontra disponivel comercialmente, o que garante

sua acessibilidade e tem um custo viavel. O material é oferecido
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comercialmente em tubos contendo uma lamina com cerca de 65 cm?, tamanho
que permite uma ampla flexibilidade em um possivel uso clinico.

A lamina (path) de pericardio bovino preservado segue um longo
processamento que se inicia com a coleta do material em frigorificos
imediatamente ap6s o abate dos animais. Apds transporte ao laboratério em
uma solucéo de limpeza a base de doreto de sédio com sulfato de magnésio
tamponado, a peca de pericardio € montada em um bastidor onde inicia-se 0
processo de curtimento pelo glutaraldeido. Visa-se a manutengdo do
paralelismo ou alinhamento dos feixes colagenos para que ndo percam sua
ondulacdo natural. Desta forma, a lamina de pericardio mantém sua
elasticidade. Em seguida, o material € tratado com solucdo oxidante para a
retirada de substancias antigénicas, restos celulares e impurezas. Para sua
comercializacdo, as laminas sdo conservadas em solugdo de formaldeido a
4%.

A analise histologica da lamina de pericardio revela uma estrutura composta
por trés camadas: a serosa, a fibrosa e a camada epicardica. A serosa apresenta
células mesoteliais, a camada fibrosa constitui-se de feixes ondulosos de fibras
colagenas e o epicardio por tecido conectivo. No pericardio preservado, a camada
mesotelial esta ausente, permanecendo apenas o tecido conjuntivo. No processo
industrial, os critérios de descartes do material incluem, na microscopia o6tica, a
presenca de retificacdo ou ruptura dos feixes de fibras colagenas, alteracdes
degenerativas destas fibras, fragmentacéo ou irregularidades das fibras elasticas,
aumento da substancia fundamental entre os feixes coldgenos de uma
mesma camada, presenca de vasos com parede espessa e existéncia

de qualquer infiltrado celular. Assim, garantem-se as gualidades
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principais da lamina de pericardio bovino preservado no que se refere a baixa

imunogenicidade e adequada maleabilidade (Braile, 1990).

1.2.2 O animal de experimentacao

A escolha do Ratus norvegicus como animal de experimentacéo se deu pela
sua facil disponibilidade no Biotério Central do Campus da UNESP-Botucatu, pela
tradicdo de seu uso em experimentacdes envolvendo nervos periféricos, pelo facil
acesso cirurgico de um tronco relevante como o nervo ciatico, pelas dimensdes
satisfatérias deste nervo, tanto para a questédo de se obterem os defeitos desejados
como para seu manuseio microcirirgico e pelo excelente comportamento desta
espécie como animais de experimentacédo envolvendo procedimentos cirdrgicos.

O uso de animais de peso entre 180g e 215g permitiu garantir o uso de
animais jovens e que, com o tempo de observacdo pretendido (5 meses)
atingissem peso final que ndo comprometeria sua manutencdo em coletividade
dentro de um mesmo ambiente, isto €, quatro animais em cada caixa.

A manutencédo de urna mesma faixa etaria permitiu manter homogeneidade
guanto a velocidade do processo de regeneracdo neural, uma vez que em ratos
com marcada diferenca de idade ha modificagdo nesta velocidade. Em animais
jovens o processo de regeneracdo tende a ser significantemente mais rapido do
gue em grupos mais velhos. Tal fato parece estar relacionado com diferencas na
velocidade da degeneracdo Walleriana, na regeneragdo axonal e da bainha de

mielina (Choi et al., 1995).
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Os animais eram todos do sexo masculino e tal escolha se deu unicamente

por necessidade de uniformidade metodologica.

1.3. Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram estabelecidos em funcao de informacdes da
literatura e dos limites de segmentos de nervo ciético disponivel para manipulagéo
cirargica.

Na literatura existem variadas referéncias quanto aos defeitos criados para
posterior reparacao tubular. No experimento proposto, optou-se pelo defeito de
nove milimetros nos sub-grupos A e C por ser superior a cinco milimetros, o qual é
referido na literatura como sendo um defeito onde poderia se esperar uma
regeneracao axonal expontanea. O defeito de 13 mm, nos sub-grupos B e D, foi
assim definido por ser superior ao de dez milimetros, o que é referido, por alguns
autores, como sendo o comprimento maximo de defeito possivel de ser corrigido
pelo reparo tubular (Seckel et al., 1984) e, ao mesmo tempo, foi o limite maximo de
defeito possivel de ser criado nos ratos com o peso utilizados em que permitia-se a
existéncia de um coto proximal e distal de comprimento suficiente para o manuseio
cirirgico no mesmo membro posterior.

O tempo de observacao foi arbitrariamente determinado em cinco meses
(aproximadamente), tomando-se o cuidado que fosse superior a um limite de 3 meses
para o preenchimento de uma reparacao tubular por tecido neural conforme refere
Scaravilli (1984b). Em verdade, anteriormente realizou-se estudo piloto com periodo
de observacdo de 12 meses e, em uma amostra particularizada, ndo se encontrou

diferenca histologica marcante no aspecto dos axénios mielinizados se comparados



60

com o presente estudo, idéntico na sua metodologia cirargica, mas com tempo de

observacédo menor.

1.4 Atributos estudados

1.4.1. Peso corporeo .

A andlise do peso corpdreo toma-se necessaria por dois motivos. No caso do
peso inicial, como requisito de homogeneidade da amostra, particularmente no que se
refere ao diametro do nervo para a confeccao do tubo e para a criacdo dos diferentes
defeitos. Posteriormente, para a analise do ganho ponderal com vistas a tentar

garantir esta mesma homogeneidade da amostra.

1.4.2. Trofismo do tegumento da regido plantar do membro posterior direito.

Pela seccdo completa do tronco do nervo ciatico, a producdo de anestesia da
regido plantar do membro posterior seria um achado normal. Levando-se em conta
que a presenca de anestesia € um dos principais fatores no desenvolvimento de
Ulcera plantar e tratando-se de um estudo de reparacdo neural, a investigacdo da
presenca ou ndo de Ulcera nesta regido poderia ser oportuna para a discussdo dos

resultados de tal reparacao.

1.4.3. Mobilidade passiva da flexdo plantar da articulacdo do tornozelo do membro
posterior direito.
A paralisia muscular decorrente da lesdo neural provocada pelo experimento

induz & contratura tecidual nas articulacdes pertinentes.
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Assim, o estudo da mobilidade da articulagdo do tornozelo do membro posterior €
coerente, haja vista o comprometimento e provavel recuperacdo dos grupos

musculares afetados pelo experimento.

1.4.4. Histologia de ponto proximal, médio e distal do segmento experimental do
nervo tratado.

Em se tratando de estudo que pretende verificar a ocorréncia de
regeneracao neural através de uma prétese tubular, ai incluido o comportamento
desta protese em relacdo ao ambiente de sua implantacdo, entende-se como
principal atributo a analise da presenca ou ndo de axénios em regeneracdo nos
pontos proximal, médio e distal do tubo, assim como a analise histolégica da
reacao tecidual ao material empregado.

Ainda que na literatura seja mais referida a utilizacdo da técnica de cortes
semi-finos a partir de emblocamento do segmento de nervo embebido em resina,
pos-fixados com tetroxido de 6smio e corados com azul de toluidina, optou-se pela
tecnologia para microscopia Otica com cortes de 1p a 2ii, obtidos a partir de
emblocamento do segmento neural em parafina e corados pela hematoxilina-
eosina, por ser esta a tecnologia disponivel no momento. Tomando-se em conta
este Ultimo fator e o escopo deste estudo, a sensibilidade de tal metodologia foi

considerada suficiente.
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1.4.5. Contagem de axdnios mielinizados nos segmentos proximal, médio e distal.

Trata-se de um atributo classico nos estudos de regeneracdo neural.
Anteriormente utilizavam-se processos mais artesanais, incluindo a obtencdo de
fotos das laminas, o desenho de grade sobre as fotos e a contagem manual dos
axonios. Atualmente, existem diferentes sistemas computadorizados para executar
esta tarefa de forma mais pratica e confiavel. Cabe ressaltar que, usualmente, o
estudo da densidade axonal € mais adequadamente executado em cortes semi-
finos, o que néao foi utilizado no presente estudo. Entretanto, a qualidade das
laminas obtidas pelo processamento histologico adotado permitiu a realizacdo da
contagem axonal em 33 laminas.

Sendo extensivamente utilizado em estudos similares, optou-se por tomar
como valores normais de contagem axonal para o nervo ciético de rato a informacgéo
disponivel na literatura. Utilizou-se particularmente o referido por Mackinnon (1989)
por apresentar valores para o segmento de nervo ciatico semelhante ao envolvido

no presente estudo.

2. Quanto aos resultados

2.1 - Peso Corpéreo

Todos os animais da amostra apresentaram um aumento do peso corpéreo.
Entretanto, o estudo comparativo entre os dois grupos em relacdo ao ganho de peso
revela que o ganho no grupo tratado foi maior do que no grupo controle e nota-se que o
perfil médio dos grupos ndo tem comportamento semelhante ao longo dos momentos

de avaliacédo do peso. Este fato, no entanto, ndo significou, macroscopicamente ou
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microscopicamente, modificacdo nos achados comparativos entre os casos do grupo
tratado e o0 Unico caso do grupo controle onde se identificou crescimento neural. Por
outro lado, fica patente que, dentro de cada grupo, o ganho ponderal foi homogéneo,
isto é, os individuos do grupo tratado, no momento do eutanasia, ndo apresentavam
dispersédo importante em relacdo aos seus pesos individuais. O mesmo comentario

vale para o grupo controle.

Resta comentar a questdo da falta de semelhanca entre o perfil médio entre
os dois grupos. Uma impressao inicial seria a de que o tratamento induziu um ganho
ponderal maior do que a auséncia de tratamento. Tal fato é especulativo e nao
existe nenhuma base para apoiar tal suposicdo. Destarte, a intencdo de analisar
este atributo era a de garantir que, a eutanasia, 0S grupos apresentassem precipua
e internamente uma homogeneidade quanto ao peso, 0 que restou comprovado pela
andlise estatistica dos resultados deste atributo, garantindo que diferencas nos

achados histolégicos ndo pudessem ser atribuidas a diferencas significativas no

peso dos animais no momento da eutanasia.

2.2 - Trofismo do tegumento da regido plantar do membro posterior direito.
Disturbios de sensibilidade na regido plantar podem levar ao surgimento de

Ulcera plantar e a disestesia que acompanha o processo de regeneracdo pode

induzir a autofagia. O canibalismo entre animais mantidos em uma mesma caixa

também é citado. Na amostra estudada,



verificou-se apenas em um caso a amputacdo de dedo da pata em comparacdo as
Ulceras plantares que foram os achados mais frequentes.

A maior parte da amostra do grupo tratado (82,2%) nao apresentou ulcera no
coxim plantar e 17,2% demonstraram Ulceras.

A presenca ou auséncia de complicacfes esta intimamente relacionada com a
questdao da presenca ou auséncia de regeneragdo neural neste estudo. Faz-se
necessario, entao, incluir este fator no prosseguimento desta discussao.

Ressalta-se que nem todos 0s animais que apresentaram Ulcera pertencem ao
grupo com complicacdes. Da mesma forma, a auséncia de Ulcera ndo significou
necessariamente a auséncia de complicagcbes como pode ser visto na tabela 13.

Todos os animais com complicagdes nao apresentaram crescimento neural,
ainda que em trés deles ndo tenham sido constatadas Ulcera. Por outro lado, trés
animais que tiveram crescimento neural também apresentaram ulcera. Desta forma, a
presenca ou auséncia de Ulcera plantar deve ser vista com certa reserva como
parametro para a analise do sucesso ou ndo de reparacao de nervos periféricos.

Reforcando esta questéo, verifica-se que 70% dos animais do grupo controle
nao apresentavam Ulcera plantar no momento do eutanasia. O fato importante neste
achado é que em 93,7 % dos animais deste grupo ndo se encontrou evidéncia de
crescimento neural entre os cotos proximal e distal, fato que, teoricamente, deveria
determinar um maior nimero de casos com Ulcera. Paradoxalmente, estes achados

séo diametralmente opostos aos de Chiu (1982) onde seu grupo controle (resseccao do
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nervo ciatico sem nenhuma reparacao) apresentou ulceras em todos 0s casos.

De qualquer modo, em relagcdo aos casos do presente estudo que nao
apresentaram Ulcera plantar, mesmo com evidente falha de regeneracéao neural,
pode-se sugerir como explicacdo a cicatrizacdo de uma possivel Ulcera surgida
em algum momento ao longo do experimento, justificando assim a sua nao
deteccdo na avaliacdo pontual na eutanasia. Porém, note-se que Seckel (1984),
em uma série de reparacao tubular com metodologia semelhante, relata Ulceras
plantares e outras deformidades em todos 0s casos em que ndo ocorreu
regeneracgao neural.

Entretanto, ndo se pode desprezar o fato de que a auséncia de
sensibilidade ou sua diminuicdo ndo sao fatores absolutos e exclusivos na
determinacdo do surgimento de Ulceras. Em consequéncia, é licito esperar que
um determinado numero de animais sem presenca de regeneracdo neural
efetiva deixem de apresentar Ulcera plantar. O pequeno nimero de casos que se
enquadram nesta situacao na presente série permite admitir esta hipotese.

A presenca de Uulceras nos casos nos quais a histologia revelou
regeneracado neural poderia ser explicada por uma deficiente qualidade desta
regeneracdo, que nado teria atingido o nivel minimo de prover uma
sensibilidade protetora ao coxim plantar. Além disto, a disestesia que
acompanha o processo de regeneragcao poderia ser um fator relevante para
0 surgimento destas Uulceras. A autofagia, um caso na amostra, também
nao pode ser diretamente relacionada com o insucesso da regeneracao neural,
uma vez que este achado pode ser atribuido a mesma disestesia. Em

apoio a esta hipotese, cita-se Langone etal. (1995) em que todos o0s
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animais de seu experimento com protese tubular de

poliorganofosfazeno apresentaram amputacdo dos dedos do pé devido
a autofagia, ainda que presente o teste de recolhimento do membro ao
toque no pé, revelando algum grau de reinervagao.

Por dltimo, a andlise estatistica pelo teste de Goodmann
(P<0,05) corrobora esta linha de discussdo, uma vez que ela nao
detectou associacdo entre a presenca de Ulcera e o tratamento dos
animais. Para os animais com Ulcera o percentual dos que pertenciam
ao grupo controle nao diferiu do grupo tratado.

Em resumo, o atributo discutido ndo pode ser recomendado
como parametro conclusivo para avaliacdo de regeneracdo neural em

experimentos semelhantes.

2.3 - Mobilidade passiva da flexdo plantar da articulacdo do tornozelo
do membro posterior direito.

A paralisia. muscular decorrente da desnervagdo induz a
imobilidade articular com adaptacéo dos tecidos periarticulares levando
a uma menor amplitude de movimento ( Fritschi, 1971), podendo atingir
um grau maximo onde encontramos rigidez das articulagbes envolvidas
(Dellon,1989). Assim, o grau de contratura articular poderia ser
utilizado como um parametro do estado funcional do nervo pertinente.

Como ocorreu no atributo anterior, a mobilidade da articulacao
do tornozelo aparentemente ndo demonstrou ser um parametro
absoluto em uma correlagéo com fungéo neural.

Na coleta de dados, encontrou-se um grau muito variado de angulo

passivo na articulacdo estudada. Por esta razdo, estabeleceram-se duas
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faixas de valores. A primeira considerou-se como sendo de valores aceitaveis e para
ela definiu-se uma goniometria variando entre 0° e 49°. A segunda corresponderia a
faixa de valores ndo aceitaveis e considerou-se qualquer grau acima de 49°. Estas
faixas foram determinadas a partir da verificacdo da tendéncia de distribuicdo dos
achados no grupo em estudo e entende-se como aceitavel uma gama de angulos de
repercussao funcional ndo severa, compativel com deambulac¢do dentro do aceitavel.
Para a faixa de ndo aceitavel entenda-se o oposto.

Tal definicdo foi necessaria uma vez que multiplos fatores influem na
ocorréncia de contratura articular. Assim, todos os animais, durante um determinado
periodo, apresentaram imobilidade articular com provavel desenvolvimento de um
determinado grau de contratura articular, uma vez que todos eles tiveram uma leséao
completa do nervo ciético provocada experimentalmente. A possibilidade de reducgéo
ou recuperagdo desta contratura inicial estd, primariamente, relacionada com a
reinervacao parcial ou total dos grupos musculares desnervados. O ritmo proprio de
movimentacdo de cada animal dentro da caixa pode ser outro fator relevante para o
estabelecimento e recuperacao do grau de retragao articular, uma vez que nenhuma
atividade fisioterdpica de mobilizacdo passiva desta articulagéo foi praticada durante o
periodo de observacéao.

Inicialmente, seria esperado que todos 0s animais que apresentassem evidéncias
histolégicas de regeneracdo neural viessem a apresentar um grau de retracdo dentro da
faixa determinada como aceitavel (0° a 49°) e que nos animais nos quais isto ndo

ocorresse, 0 grau de retracdo se situasse acima deste ultimo valor. De fato, 77,5% dos
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animais apresentaram retracdo dento da faixa aceitavel contra apenas

22,5% na faixa acima de 49° de angulo passivo. Como a evidéncia
histologica de regeneragdo neural, no presente estudo, esta nitidamente
ligada a ocorréncia ou ndo de complicacdes (que sera relatada adiante),
deve-se conduzir a discussdo tomando-se em conta esta dicotomia. Dos
45 casos dentro da faixa aceitdvel, 11 eram casos incluidos naqueles
com complicacdes de técnica ou evolugdo pds-operatdria incompativeis
com regeneracdo neural. Assim, estes 11 casos contrariaram a hipotese
mencionada anteriormente. Por outro lado, dos 13 animais cujo angulo
passivo situou-se fora da faixa de aceitabilidade ( acima de 49° ), quatro
casos ndo apresentaram problemas de técnica ou evolugédo, isto €, os
achados histolégicos demonstraram regeneracéo neural através do tubo
de pericardio bovino preservado. Estes quatro casos também
contrariaram a hipotese apresentada. De qualquer forma, deve-se
salientar que todos os casos de retragdo mais acentuada ( ente 100° e
130°) ocorreram no grupo de casos em que houve complicacdes.

A analise estatistica confirma que no grupo sem complicacfes a
ocorréncia de angulos aceitaveis é significativamente maior (P<0,01) do
gue os com angulos nédo aceitaveis.

Dos poucos casos que contrariaram a hipotese, pode-se sugerir
como explicacdo para os que desenvolveram retracdo fora da
normalidade mesmo apresentando regeneracdo neural, uma
qualidade ou quantidade inadequada desta regeneragcdo enquanto
tentativa de conexdo com as placas motoras. Naqueles casos que
ndo desenvolveram retracdo fora da aceitabilidade mesmo
nado apresentando regeneragdo neural, condicbes peculiares de

sua mobilidade dentro da caixa no periodo de observacao
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poderiam ter determinado uma mobilidade passiva e com freqiiéncia que garantiu
a néo instalacéo de retragéo fora da faixa de aceitabilidade.

Isto fica ainda mais patente se for analisada a medida da goniometria no
grupo controle. Aqui, apenas cinco (31,3%) animais ficaram fora da faixa de
aceitabilidade, enquanto os 11 (68,8%) restantes situaram-se com angulos entre
15° e 45°. Recorde-se que todos eles tiveram ressec¢ao de segmento do nervo
cidtico e que em apenas um caso demonstrou-se regeneracdo entre 0s cotos
proximal e distal ( caso com goniometria de 15°).

Em ambas estas suposicdes deve-se rememorar uma discussao
relevante apresentada por Sunderland (1991) que chama a atencédo para a
necessidade de diferenciar entre regeneracdo axonal e o resultado funcional
desta regeneracdo. O processo de recuperacdo funcional € mais abrangente e
complexo do que o processo de regeneragdo axonal . O primeiro envolve, além
do crescimento da fibra nervosa, sua organizacdo fascicular e seu
amadurecimento pelo aumento de diametro da fibra e da camada de mielina, a
efetiva reinervacdo dos orgdos efetores terminais. No segundo caso, interessa
apenas o efetivo crescimento e desenvolvimento da fibra nervosa, seja
transpondo uma linha de sutura termino-terminal, um cabo de enxerto, um
musculo desnaturado ou um tubo que Ihe serve como guia e camara para que
as substancias neuronotroficas do cabo distal possam atuar no complexo
processo da regeneracdo. Por estes motivos, a presenca de retragdo fora da
aceitabilidade ndo implica necessariamente em auséncia da regeneragao neural.
Exatamente neste caso ela deve ser enquadrada naquilo que o autor acima

mencionado refere puramente como regeneracao axonal, uma vez que, além da
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necessidade de crescimento das fibras nervosas pelo tubo de pericardio preenchendo
o defeito criado, haveria necessidade de reinervagao das placas das unidades motoras
comprometidas pela desnervacgéo, evento este que nédo depende exclusivamente da
regeneracao neural dentro do tubo experimental. A orientacdo e direcionamento das
fibras apds vencido o defeito e atingido o coto distal e o proprio estado das placas
motoras sdo fatores determinantes na reinervagdo das fibras musculares e, em ultima
andlise, da reinstalacdo do movimento articular e da recuperacdo da amplitude

articular.

Pelo resultado da analise estatistica entre os dois grupos hd uma predominancia
significativa dos angulos aceitaveis em relacdo aos néo aceitaveis (P<0,05). Da mesma
forma, detectou-se nédo existir associacao do angulo com o fato do animal pertencer ao
grupo tratado e controle. Pelas discussfes aqui apresentadas e as evidéncias
estatisticas acima comentadas, reconhecesse-se que a avaliacdo da mobilidade
passiva na articulacdo do tornozelo pode ser usada apenas como medida auxiliar e

indireta da regeneracao neural experimental no modelo proposto.

2.4 - Achados histologicos do segmento proximal, médio e distal do nervo tratado.

Sob microscopia 6tica, a presenca de axénios mielinizados é a caracteristica mais
patente da ocorréncia de regeneracéo neural. Tais axénios podem ser evidenciados pela
coloracdo da bainha de mielina pela impregnacdo pelo tetroxido de d6smio e pela
forma em virgula, caracteristica do nucleo da célula de Schwann (Chiu, 1982). Este

principio foi utilizado para responder a principal questdo deste estudo e pode-se
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constatar que, na amostra final de 50 casos, 76,0% dos individuos apresentaram
regeneracao neural nos segmentos proximal, médio e distal (tabela 10). Nestes 38
casos, depreende-se que houve conexdo entre os cabos proximal e distal do nervo
seccionado por meio de regeneracéo efetiva através do defeito neural reparado pelo
tubo de pericéardio bovino preservado (figuras 7, 8, 9,10,11 e 12).

Como referido anteriormente, os achados de regenerac¢ao neural no presente
estudo estédo intimamente relacionados com a ocorréncia ou ndo de complicagdes.
As complicacdes encontradas sdo incompativeis com um processo efetivo de
regeneracdo neural e podem ser atribuidas a defeitos de execucdo de
procedimentos, isto €, ndo sao intrinsecos a técnica proposta. Diante destes fatos, a
discusséo dos achados histoldgicos pode ser feita primordialmente sobre o grupo de
animais que nao apresentou complicacoes.

Neste grupo de 38 casos sem complicacdes, relata-se 97,3% dos casos com
presenca de ax6nios nos segmentos proximal, médio e distal, evidenciando
reconexdo axonal efetiva entre os cotos proximal e distal do nervo seccionado.
Assim, apenas um caso nao apresentou evidéncias de axénios no ponto médio e
distal (2,7%), ainda que os apresentasse no segmento proximal mesmo que em
pequeno numero, se comparado com 0 mesmo segmento dos casos restantes. A
fibrose encontrada nos cortes pode ser a causa da nao progressdo das fibras
nervosas. A causa disto possivelmente decorreu de hemorragia intensa no pos-
operatorio ou infeccdo secundaria no periodo de observacao, ainda que nao tenha

sido detectado abcesso no momento da eutanasia.



72

A principal caracteristica dos achados nesta série de 37 casos € a
presenca de axbnios mielinizados, em diferentes graus de maturidade,
agrupados em fasciculos com maior ou menor organizagdo. Em alguns
casos, estes axOnios se apresentam formando agrupamentos ou

compartimentos com axonios, célula de Schwann e sua bainha de
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Fig. 15 — Arranjo de axénios em compartimentacdo com células semelhantes
a células perineurais envolvendo cada grupo fascicular (aumento original 400
X, H&E, ésmio).

mielina envolvidos por células perineurais na forma de um microfasciculo e
dispondo-se em alinhamento paralelo ao sentido do eixo maior do tubo de
pericardio bovino (Fig. 15). Estes achados sdo semelhantes aos referidos por
Mackinnon et al. (1985) e Urabe et al. (1996) e trata-se de um arranjo

caracteristico de efetiva regeneracao neural em progresso. Como menciona
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Lundborg (1988), o estimulo para a compartimentacdo €,

provavelmente, um distirbio do meio endoneural resultante de dano
ao perineuro. A formacdo de numerosos fasciculos em miniatura
expressa a necessidade de restituicdo do ambiente endoneural em
torno da fibra nervosa, o mais rapido possivel, pela restauragcédo da
barreira perineural. Este fenbmeno parece ser mais evidente nas
reparacdes tubulares que utilizam materiais permeaveis do que nos
ndo permedveis, como é o caso de um tubo de silicone (Scaravilli et
al.,1984b; Lundborg, 1988).

Em consonancia com outros autores, entre eles Lundborg
(1988), evidencia-se que existe migracdo de células de Schwann, o
gue é essencial para o processo de crescimento da fibra nervosa.
Tal fato contraria a opinido de Hargrave (1988) que refere ndo ser a
reparacao tubular relevante, uma vez que a regeneracao neural
necessita da presenca de células de Schwann, o que nao se
encontraria neste tipo de reparo. Tal auséncia de migracdo é vista
em algumas situagcbes como, experimentalmente, na reparacao
tubular em ratos diabéticos (Vrijesh, 1997).

A presenca de vasos endoneurais (Figura 16), encontrada na
maioria dos cortes, também é considerada como fato caracteristico
de um adequado processo de regeneragao fascicular.

Excetuando-se os casos de complicacdo, ndo se detectou
presenca de macroéfagos, linfocitos ou neutréfilos que significasse
uma reacao celular a presenca do pericardio bovino, o que confirma
sua baixa imunogenicidade e minima reacdo tecidual, garantindo
seguranga para uma possivel aplicacdo clinica como material para

reparos tubulares de lesdes neurais selecionadas.
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Fig. 16 — Axo6nios mielinizados e presenca de um vaso endoneural (aumento
original 1.000 x H&E, 6smio).

2.5. Contagem axonal nos segmentos proximal, médio e distal dos nervos do
grupo tratado.

Para a contagem de axbnios mielinizados em nervo ciatico de
camundongos normais, Mackinnon (1989) propde o valor de 7.115 + 413 e
S6lch(1989), 8.700,4 por mm. Em um estudo de reparo tubular com desenho
experimental semelhante ao presente trabalho, Seckel (1984) apresenta

valores entre 4.500 e 6.500 ax6nios mielinizados contados no grupo tratado.

No presente estudo, o0s valores obtidos para o0s segmentos
proximais sdo semelhantes ao padrdo de normalidade conforme sugerido
pelos autores citados. Os valores do segmento médio e distal, ainda

gue menores, encontram-se proximos da faixa relatada pelo ultimo autor. Esta
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diminuicAio na contagem pode ser explicada pelo tempo de

observacdo (aproximadamente 5 meses). Como bem refere Mackinnon
et al. (1991) estudando especificamente a contagem axonal em relacéo
ao tempo de observacdo dos animais experimentados, a densidade
axonal s6 retorna ao normal apés 24 meses. Em outro experimento,
Lundborg et al. (1997) mencionam que o diametro do nervo regenerado
em um tubo de silicone tende a diminuir com a distancia. Uma vez que o
calculo da contagem de axbnios envolve a area total do nervo numa
relacéo direta, depreende-se que nos segmentos com menor diametro a
contagem axonal serd menor, mesmo que a meédia do numero de
axbnios contados nas unidades da grade seja semelhante. Nos casos
em discusséo isto foi uma realidade, podendo-se utilizar tal explicacédo
para justificar o gradiente decrescente de contagem axonal relatado.

Os estudos morfométricos sdo muito utilizados em experimentos
envolvendo regeneracdo neural. Sendo necessaria uma perfeita
identificagdo das estruturas, particularmente o axdnio e sua bainha de
mielina, uma adequada técnica histologica € fundamental. Por esta
razdo, os cortes semi-finos se apresentam como técnica de exceléncia
pois garantem o predicado acima referido. Neste experimento, por
razdes operacionais, nao foi possivel processar o material com esta
tecnologia. Entretanto, em um amostra particularizada de 11 individuos,
a qualidade do processamento histologico utilizado permitiu, pelo
menos, a contagem de axbénios mielinizados. Pelas mesmas razdes ja
expostas, deixou-se de realizar a medida do diametro axonal e da

bainha de mielina.
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Existe controvérsia quanto a considerar a contagem axonal como atributo
essencial para experimentos deste tipo. Lundborg (1988, p.161)' é muito

ilustrativo neste aspecto e merece ser citado na integra:

"Desde que um excesso de elongamentos invade a coluna distal
de células de Schwann (Sanders et al., 1946; Aguayo et al., 1973), o
namero total de axdénios no segmento distal pode inicialmente
exceder consideravelmente o nimero no mesmo nervo em ponto
proximal a lesdo. Com o tempo, o0 numero de axénios no segmento
distal diminui, uma vez que os elongamentos que nao fazem conexao
com a periferia se atrofiam e desaparecem. O excesso de
elongamentos no segmento distal significa que a contagem de
axbnios ndo é um meétodo confiavel para avaliar a qualidade da
regeneracdo neural: um grande numero de axobnios distais no
segmento distal pode nao indicar necessariamente uma melhor
regeneracdo — ao contrario, multiplas ramificagbes podem significar
uma resposta a obstaculos tais como cicatrizes na zona de avanco

axonal."
No presente estudo, a contagem axonal foi utilizada como parametro
acessoério aos achados da histologia e os resultados obtidos revelam uma
repopulacdo axonal compativel com uma regeneracdo bem sucedida do ponto

de vista anatomico.

“Tradug&o do autor
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Quanto ao grupo controle:

Faz-se mister esclarecer de imediato um possivel paradoxo. No momento
da eutanasia, os mesmos procedimentos determinados para o grupo tratado
foram observados neste grupo. Os atributos estudados tiveram seus dados
coletados conforme as técnicas propostas. Entretanto, os atributos 4.4.e.4.5
(achados histolégicos e densidade axonal) ndo puderam ser estudados, com
excecdo de um individuo como sera adiante discutido. Esta impossibilidade se
prende a inexisténcia de material que pudesses atender as necessidades
proprias das técnicas propostas para estes atributos.

Ao exame macroscopico do segmento de nervo ciatico, ndo se encontrou
nenhum indicio de material que contemplasse a técnica proposta. O achado
constante foi a normalidade dos planos anatdbmicos sobrejacentes ao nervo
ciatico, a auséncia de fibrose, a auséncia de qualquer tecido que unisse 0 coto
proximal ao segmento distal do nervo, a presenga do coto proximal sem
caracteristicas de formagcdo de neuroma e, em poucos casos, apenas vestigios
do coto distal representado por ténue filamento transparente. Esta discusséo se
faz necessaria uma vez que o atributo mais pertinente a comprovacdo da
hipétese do presente estudo é o 4.4 (achados histoldgicos compativeis com
regeneracao nos segmentos proximal, médio e distal) e tal atributo ndo pode ser
investigado no grupo controle para pertinente compara¢cdo com o grupo tratado.

Como referido anteriormente, excetua-se destes comentarios um
caso em que, macroscopicamente, identificou-se uma conexao entre 0s
cotos proximal e distal. Desta forma, este caso preenchia 0s requisitos

para que se seguissem os demais procedimentos. Trata-se de um caso com
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defeito neural de 9 mm. ApoOs coleta e processamento desta conexao,
verificou-se a histologia a presenca de axbnios mielinizados com arranjo
organizado em todos os segmentos (Figura 17, 18 e 19). Ainda que este
achado contrarie a hip6tese da reparacdo tubular como facilitados da
regeneracao neural, o achado nédo é paradoxal. Esta descrita a regeneracao

expontéanea de segmentos de nervos seccionados.
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Fig. 17 — Corte no ponto proximal do caso controle onde houve crescimento

neural (aumento original 50 x, H&E, ésmio).

Por outro lado, considera-se como muito eficaz o potencial de
regeneracdo neural nos ratos, fato que é tomado como argumento de
cautela para a extrapolacao de achados de experimentacdo nesta area para
a aplicacdo clinica no homem. Justamente tentando esclarecer esta

controvérsia, Mackinnon et al. (1985) demonstraram que segmentos de



79

nervos ressecados, com tamanho médio de 23 mm , podem apresentar
regeneracao e conectar-se com o coto distal sem que tenha sido feita qualquer
interferéncia reparadora do ponto de vista cirargico. Assim sendo, recomenda

gue experimentos feitos nestes animais sejam

Fig. 18 - Mesmo caso da figura 16 com vista do ponto médio (aumento original

50x, H&E, 6smio).

confirmados em modelos que utilizem primatas. Por outro lado, os resultados
desta autora ndo podem ser tomados de maneira rigida, haja vista que em
estudos de comparacao entre diferentes técnicas de reparo em nervo ciatico de
ratos, usualmente o grupo nao tratado € o que apresenta os piores resultados

em qualquer dos parametros alocados para o estudo (Buehler, 1990).
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O achado de apenas um caso do grupo controle com conexao espontanea
entre 0s cotos nao invalida os resultados consistentemente obtidos de
regeneracao neural com uso do pericardio bovino para o reparo tubular, conforme

constatado pela andlise estatistica na comparac¢ao entre os dois grupos.

Quanto aos vinte casos com complicacao (Tabela 14):

Encontrou-se um caso em que o coto distal ndo estava em continuidade
com o tubo, identificando-se fibras nervosas apenas no segmento proximal. A
auséncia do coto distal no tubo pode ter ocorrido por erro de técnica com perda

do ponto epineural de fixacdo do coto ao tubo o qual, com a movimentacao livre

do animal, ter-se-ia deslocado de

Fig. 19 — Vista do ponto distal do mesmo caso anterior. Note-se 0 arranjo
fascicular e a presenca de populacdo axonal (aumento original 50 x, H&E,

Osmio).
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dentro do tubo. Considerando-se a importancia da presenc¢a do coto distal dentro
do tubo para um adequada regeneracdo na técnica do reparo tubular (Seckel,
1984), podemos entender porque ndo houve crescimento axonal neste caso. A
auséncia do segmento distal representa a falta de liberacdo de fatores

neurotrépicos que orientam o elongamento do cone de crescimento.

O achado macroscépico de abcesso em oito casos foi caracterizado pela
deformagdo do tubo, seu importante aumento de volume, a presenca de
nodularidades anarquicamente distribuidas em sua periferia e a fibrose conectando
0 tubo com os tecidos circunvizinhos. A causa destes achados podem ser

atribuidas a infeccdo supurativa por colonizacao de bactérias no sitio cirlrgico,

uma vez que o procedimento ndo foi asseptico.

VS SN VTSN e Ve N S
Fig. 20 — Abcesso com intenso infiltrado, depédsito de hemosiderina e
macréfagos (aumento original 400 x, H&E, 6smio).
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O exame histolégico destes casos revela um mesmo padrdo que, ao longo
dos casos, se modifica apenas temporalmente como alteragbes evolutivas de um
mesmo processo (Fig. 20). No pequeno aumento (50x) verifica-se a luz do tubo
preenchida por exsudato neutrofilico, a parede do tubo pericardico parcialmente
preservada, seguida centrifugamente por uma regido de exsudato neutrofilico que
compromete severamente as camadas mais externas do tubo de pericérdio, e,
finalmente e mais na periferia, uma tentativa de formacdo de uma capsula fibrosa.
Em maiores aumentos, identifica-se presenca de reacdo inflamatdria aguda com
grande nuamero de neutrdfilos fragmentados na luz ou apresentando-se
externamente ao tubo. Observam-se também focos de calcificacdo na parede do
tubo e desagregacédo das fibras colagenas pelo exsudato neutrofilico com necrose,
visualizando-se, algumas vezes, restos do tubo de pericardio em meio ao abcesso.
Na periferia deste arranjo vé-se reacdo histiocitaria com células de padréo
xantomatoso em arranjo compacto contornando o tubo e tendo de permeio focos de
exsudato neutrofilico fragmentado. Os macréfagos mais em contato com o exsudato
mostram material osmiofiiico no citoplasma- (células xantomatosas), enquanto 0s
mais periféricos apresentam uma tintura de cor acastanhada mais difusa e com raros
granulos osmiofilicos. Mais perifericamente a este arranjo, esboc¢a-se ou define-se
uma capsula fibro-membranosa. Em alguns cortes identifica-se reacao tipo corpo
estranho a fio de sutura e, em outros, esta reacao esta relacionada a material ovoide,
cilindrico ou em forma de ampulheta, de carater refringente, sugestivo de se tratar de

seccdao de pelo do animal (Fig.21).
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Fig. 21 — Seccéao de fio de nailon em meio a abcesso. (aumento original 1.000

X, H&E, 6smio).

Nos cortes examinados ndo se encontraram evidéncias de fibras
nervosas normais. No coto distal, verificou-se a presenca de tubos vazios,
escleroéticos e sem vestigios de mielina. Assim, a obstrucao da luz do tubo pelo
evento do abcesso causou interrupcao do trajeto do elongamento neuronal, ndo
se permitindo a migracdo/regeneracdo dos axbnios até o coto distal para que
estes axbnios pudessem ocupar os tubulos distais e completar o processo de

regeneracao.

Tais achados sé&o suficientes para justificar a impossibilidade de
regeneracao neural nestes casos.

Quanto aos casos em que houve desaparecimento do tubo, pela
descricdo dos achados histopatolégicos anteriores, entende-se que é
possivel ocorrer este desaparecimento. Em certos cortes encontra-se

uma importante destruicdo do tubo e, talvez, uma reacédo exsudativa mais
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intensa tenha digerido totalmente o tubo nestes casos. Por outro lado, como
a tendéncia de um abcesso € a fistulizacao, € possivel que este fato também

possa ser a causa da auséncia do tubo.

Dentre os casos em discussao, dois merecem consideragdes
particularizadas. No primeiro, (animal 34) encontrou-se apenas um ténue
filamento que unia o coto proximal ao distal, sendo este ultimo com diametro
muito reduzido. Processado o tecido, os achados histologicos revelaram
tecido compativel com tend&o (Figura 22 ). No segundo (animal 47) , apesar
da auséncia do tubo, o aspecto macroscopico da unido entre os cotos era
similar ao anterior, porém com diametro bem mais acentuado e semelhante

a um nervo normal. Neste, os cortes histoldégicos nos trés segmentos

revelaram presenca significativa de axénios de regeneracao.

Fig.22 — Conexdo entre coto proximal e distal que, a histologia revelou

material compativel com tenddo (aumento original 400 x, H&E, 6smio).
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Em resumo, a falta do tubo poderia ser explicada por diferentes
tempos e intensidades na evolu¢cdo do mesmo tipo de processo. Em alguns
casos a ocorréncia mais precoce da necrose e degeneracao permitiu que
no momento da eutanasia, o processo de digestdo ja tivesse atingido o
ponto de detectar-se apenas fibrose residual, ao contrario dos demais
casos de abcesso, em que este processo sofreu cronificacdo, permitindo
sua deteccdo no ato da eutanasia e com as caracteristicas histopatologicas
mencionadas acima. Desta forma, pode tratar-se de um mesmo evento —
o processo inflamatério desencadeado por infec¢cdo secundaria decorrente
de procedimento experimental cirirgico sem assepsia — com diferentes
tempos de resolugcéo, mas que foram observados pontualmente. Tratar-se-
lam, pois, de achados espectrais relativos ao tempo, o que justifica os
diferentes cenarios, isto é, desde uma absoluta auséncia do tubo sem
vestigios de fibrose residual até a presenca marcante do abcesso,
passando por um caso onde, possivelmente, o processo de regeneracao
neural conseguiu lograr éxito independentemente do processo inflamatorio

gue eliminou o envoltério de pericardio.

Cabe o comentario adicional que, os focos de calcificacado
mencionados em alguns dos qguadros inflamatorios descritos
anteriormente, ndo devem ser confundidos com complicacdo relatada na
literatura (Braile, 1990). Este autor relata calcificagdo da folha de pericérdio
bovino decorrente do processamento do material com glutaraldeido e, nos
casos das proteses cardiacas, a pressdo exercida sobre o material pelo

fluxo sangliineo ventricular.
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Quanto a diferenca do tamanho do defeito experimental:

Pode-se afirmar que o exame microscépio das laminas de ambos os
subgrupos A e C nédo revela disparidades histoldégicas que permitam
concluir que esta diferenca de tamanho seja fator relevante para o
processo de regeneracao neural nas condi¢cdes do estudo. A qualidade dos
achados histolégicos é idéntica em ambos os subgrupos. Em corroboracéo,
num estudo anterior com mesmo delineamento e com uma amostra de 37
animais, os achados foram idénticos. Desta forma, justifica-se o fato de,
durante a apresentacdo dos resultados e sua discussao, nédo se ter dado
maior atencdo a questdo do tamanho do defeito (Tabela 15). Entretanto,
convém salientar neste campo, que presentes achados contrariam os de
Seckel et al. (1984), Lundborg (1988) e Francel et al. (1997), urna vez que
0 grupo tratado com defeito de 13 mm, demonstrou crescimento axonal
efetivo, ao contrario da afirmacéo dos primeiros autores de que o reparo
tubular ndo é efetivo em um defeito experimental superior a 10 mm, e,
pelos demais autores, que ndo houve nenhum crescimento em tubo de

silicone preenchendo um defeito entre 13 mm e 15 mm.



CONSIDERACOES FINAIS

A busca de novas solucbes € um imperativo da insatisfacdo do
homem com os recursos insuficientes. O deparar-se com uma grande
perda neural, principalmente as decorrentes de traumas, € momento de
angustia e questionamento para o cirurgido ético - aquele que se preocupa
com a integralidade de uma solucdo para a perda do individuo. A

insatisfacéo com os resultados das técnicas classicas é patente.

N&o conformar-se com o disponivel € salutar e a busca de

alternativas, oportuna. Tenta-se com este estudo a busca de uma delas.

O principio da reparacao tubular, em si, ndo € seu escopo principal.
Ele esta definido e com aplicacdo clinica possivel, ainda que limitada. A
possibilidade de um material facilmente disponivel, com custo aceitavel,
pronto para uso e que nao tenha efeitos deletérios aos principios da
reparacdo neural € o alvo desejado. O pericardio bovino preservado
preenche estes requisitos e, em alguns quesitos, supera outros materiais
pois ndo necessita preparo antecipado, como as membranas pseudo-
sinoviais (Lundborg et al., 1980, 1985 ), € material disponivel facilmente,
uma vez que industrializado para outras finalidades médicas de rotina, o
gue nao ocorre com outros citados (Langone et al., 1995 ), e ndo deixa
seqlelas por ser exdgeno, 0 que Oocorre em maior ou menor monta com

materiais autélogos (Chiu et al., 1982; Sunderland, 1991).

Trata-se, pois, de uma alternativa que deve ser explorada em
termos experimentais com maior detalhamento, para que melhor se defina
0 seu alto potencial como alternativa de reparacdo. A gravidade das
consequéncias das lesdes neurais periféricas para o homem, enquanto ser

social e produtivo, a insatisfacdo constante com os resultados das técnicas



classicas, particularmente em quadros mais complexos, e os achados
promissores aqui relatados justificam a ampliacao de seu estudo.



CONCLUSOES

Nas condicfes deste trabalho, relatam-se as seguintes conclusoes:

1 - O pericardio bovino preservado é importante alternativa para a reparacao
tubular de defeitos neurais em nervos periféricos  estabelecidos

experimentalmente em ratos.

2 - Ha regeneragdo neural em 97,3 % dos casos considerados como amostra
gue exclui ocorréncia de complicacdes nitidamente incompativeis com a

possibilidade de regeneracao.

3 — Nao detectou-se resposta inflamatoria importante a presenca do tubo de

pericardio bovino.

4 — O trofismo da regido plantar e a goniometria passiva do tornozelo nao
demonstraram-se conclusivos como atributos para avaliacdo de regeneracao

neural em experimentos com ratos.
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ANEXO 1. Quadro com os valores individuais de peso inicial e peso

final em gramas na amostra do grupo tratado e do grupo

controle.

Grupo tratado Grupo controle
Nimero | pesoinicial | peso final Niimero | pesoinicial | peso final
1 205 550 1 210 365
2 200 520 2 215 392
3 190 590 3 205 310
4 205 590 4 213 387
5 205 490 5 210 370
6 190 560 6 210 410
7 185 550 7 210 360
8 200 525 8 205 490
9 185 600 9 200 412
10 200 620 10 220 477
11 200 640 i1 210 630
12 200 560 12 170 670
13 195 590 13 160 470
14 210 610 15 200 580
15 185 500 16 190 570
16 200 530 17 160 640
18 205 610
19 190 490
20 200 630
21 200 490
22 215 580
23 190 530
24 200 540
25 205 550
26 190 570
27 190 690
28 190 570




Grupo tratado
Niimero | Peso inicial | Peso final
29 195 590
30 200 580
31 180 625
32 180 570
33 210 650
34 200 530
35 210 640
36 190 550
38 205 630
39 180 575
41 200 600
42 210 650
43 190 580
44 165 650
45 160 600
46 195 640
47 190 570
48 160 570
49 165 550
50 200 560
51 165 700
52 160 630
53 165 570
54 210 650
55 160 700
56 160 670
58 160 760
60 160 660
61 160 700
62 160 730
63 160 680
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ANEXO 2. - Resultado da goniometria inicial e final efetuada

na articulacdo do tornozelo dos animais do grupo

tratado e do grupo controle.

Grupo tratado Grupo controle

Gonio- | Gonio- Gonio- | Gonio-

do animal | inicil m | fnalem | doapinal | imcalom | finalem
graus'’ graus graus” graus

1 0 25 1 0 20
2 0 20 2 0 43
3 0 0 3 0 65
4 0 0 4 0 25
5 0 20 5 0 70
6 0 25 6 0 35
7 0 60 7 0 45
8 0 20 8 0 13
9 0 100 9 0 35
10 0 45 10 0 55
11 0 10 11 0 20
12 0 0 12 0 70
13 0 0 13 0 45
14 0 20 14 0 falecido
15 0 0 15 0 20
16 0 65 16 0 65
17 0 falecido 17 0 40




Grupo tratado

Niimero Gonio- Gonio-
do animal metria metria
inicialem | finalem
graus” graus

18 0 0
19 0 70
20 0 0
21 0 0
22 0 35
23 0 25
24 0 0
25 0 0
26 0 15
27 0 0
28 0 40
29 0 60
30 0 45
31 0 40
32 0 50
33 0 120
34 0 130
35 0 30
36 0 110
37 0 falecido
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Grupo tratado

Niimero Gonio- Gonio-
do animal metria metria
inicialem | finalem
graus’’ graus
38 0 0
39 0 30
40 0 falecido
41 0 80
42 0 40
43 0 68
44 0 45
45 0 20
46 0 40
47 0 45
48 0 50
49 0 35
50 0 10
51 0 5
52 0 15
53 0 20
54 0 30
55 0 0
56 0 0
57 0 falecido
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Grupo tratado
Ntimero Gonio- Gonio-
do animal metria metria
inicial em final em
graus(') graus
58 0 10
59 0 falecido
60 0 0
61 0 0
62 0 15
63 0 0
64 0 falecido
65 0 falecido

(*) Na afericdo inicial da goniometria verificou-se que todos 0s animais apresentavam ampla
mobilidade da articulagdo do tornozelo com medidas variando entre 0° e 10°. Assim,
consideramos como normal este intervalo de medida e na tabela optou-se por declarar o valor de
base, isto é, zero graus, ou seja, articulagdo em posi¢cdo de forma que os 0ssos da perna se

encontravam numa mesma linha horizontal com o alinhamento geral dos ossos da pata.
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ANEXO 3 - Quadro geral de todos os individuos da amostra, relativo aos

achados de histologia nos segmentos proximal, médio e distal,

com observagéo sobre eventos associados e notificagcado do en-

vio a histologia

Numero
do

animal

1
2
3
4
5
6
7
8
9

== == ===
U= WIN =D

Segmento Segmento Segmento
Proximal Médio Distal
com sem com sem com sem
axoni- axoni- axoni- axoni- axoni- axoni-
0s 08 0s 08 08 08

WL ===
=l E=>3 Ao} Ko of BN | oY K671 |l B¥~\) KGR § NS | Fol el ANof Ko ol RN |

falecido

Histologia

Evento
Associado

Sim.S6 PeM

Coto  distal
fora do tubo

Sim

Sim s6 P, mas ndo
computado
estudo nos 50 casos

para

Sem tubo

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sem tubo

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Abcesso

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sem tubo

Sim

Sim
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Segmento Segmento Segmento

Proximal Médio Distal
Nimezo com sem com sem com sem Histologia i‘;:::a do
do axoni- axoni- axoni- axoni- axoni- axoni-
animal 0s s 0s 0s Qs 08
32 - Sim Abcesso
33 - - Sim Abcesso
34 e i Sim Sem tubo
% ST T [ | Nao [semmbo
36 - - Sim Abcesso
37 I NN B e Nao
38 ] . Sim
39 . . Sim
40 I I N Nao
41 . [ Sim
42 . Ean Sim
3 0 1 | | Nao Sem tubo
44 [ N Sim
5 0 ] [ | Néo Sem tubo
46 . mm Sim
47 - - Sim Sem tubo
48 - Sim Sem tubo
49 ---- Nao Sem tubo
50 . . Sim
51 I I N Nao | Semmubo
52 - - Sim Abcesso
53 I | Sim Abcesso
5| N Sim | Abcesso
55 [ | Sim
56 . s Sim
I N S Nao
58 vk R Sim
7 il I N (N Y Nao
60 e o Sim
61 e [ Sim
62 ma L Sim
63 - Sim Abcesso
64 falecido Nao
65 falecido Nio

(*) Com ou sem axdnios, neste contexto, significa a presenca ou auséncia de

ax6nios mielinizados devidamente evidenciados ao exame em microscopia

Otica.
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ANEXO 4 - Tabela geral de todos os individuos da amostra, relativo aos

achados de histologia nos segmentos proximal, médio e distal, com

observacdo sobre eventos associados e notificacdo do envio a

histologia, sem os casos impossiveis de serem avaliados

Segmento
Proximal

Segmento
Médio

Segmento
Distal

Nimero Niimero
de . ani- do
mais animal ) sebcios
1 1
2 2
3 4
4 5
9 6
6 7
7 8
8 10
9 11
10 12
11 13
12 14
13 15
14 16
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 25
21 24
22 25
23 26
24 27
2b 28
26 30
27 al
28 32
. 29 33
30 34
31 36
32 38

s/ axdnios

Histologia

Evento
Associado

SimsoPeM

Coto distal
fora do tubo

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Abcesso

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Abcesso

Sim

Abcesso

Sim

Sem tubo

Sim

Abcesso

Sim
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Niémero Niimero Segmento Segmento i Giind Evento
de  ani- a5 Proximal Médio Distal Histologia Associadh
i/ axbnios s/ axdnios
33 Sim
34 Sim
35 Sim
36 Sim
37 Sim
38 Sim Sem tubo
39 Sim Sem tubo
40 Sim
41 Sim Abcesso
42 Sim Abcesso
43 Sim Abcesso
44 Sim
45 Sim
46 Sim
47 Sim
48 Sim
49 Sim
50 Sim Abcesso
% 88,0 | 12,0 | 76,0 | 24,0 | 76,0 | 24,0
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ANEXO 5 — Tabela onde se apresentam os resultados de histologia dos

casos que nao apresentaram nenhuma complicacéo.

Niimero ) Segmento Proxi- | Segmento Médio | Segmento Distal

de ani- Numgro do mal
: animal

e ¢ /axOnios s/axonios | c/axOnios | s/axonios | c/axonios s /axinios
1 2 L _—
2 4 — e |
3 5 I A
4 6 D .
5 7 I .
6 8 [ .
7 10 L I
8 11 . |-
9 12 AT B
10 13 D I
11 14 I I
2 | 15 N i
13 18 —— .
14 19 . T
15 20 — (—
16 21 | I
17 22 i T
18 23 - -
19 24 — |
20 | 2 . —
21 26 e L
22 27 A I
23 28 I I
24|30 e I
25 31 D —_—
26 38 . IR
27 39 s .
28 41 . .
29 42 [ .
30 44 ] I
51 % I I
32 50 — .
33 55
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Segmento Proxi-

Segmento Médio

Segmento Distal

Neimero Numero do mal
de ani- imal
mais <Hia c/axo- | s/axe- | c/axe- | s/axe- | c/axe- | s/ axo-
nios nios nios nios nios nios
34 56
35 58
36 60
37 61
38 62
Total 38 0 37 1 37 1
% 100 0 97,3 2.7 97.3 2.7
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ANEXO 6 — Distribuicdo dos casos do grupo tratado em relagdo ao grau

obtido na goniometria da articulagdo do tornozelo, de acordo

a as faixas definidas, presenca ou auséncia de ulcera plantar

e o tipo de complicacéo.

Nf’gf“’ Nﬁ;'(‘f“’ . Gonlom;t:)‘:: do Ulcera plantar Complicagdo
animais | animal | Aceitdvel | oceipavel

1 1 25 S Coto distal fora do tubo

2 2 20 N

3 3 0 N Sem tubo

4 4 0 N

5 5 20 N

6 6 | 25 N

7 7 60 N

8 8 90 S

9 9 100 S Sem tubo

10 10 45 N

11 11 10 N

12 12 0 N

13 13 0 N

14 14 20 N

15 15 0 N

16 16 65 S Abcesso

17 18 0 N

18 19 70 S

19 20 0 N

20 21 0 N

21 22 35 N

22 23 25 N

23 24 0 N

24 25 0 N

25 26 15 N

26 27 0 N

27 28 40 S

28 29 60 S Sem tubo

29 30 45 N

30 31 40 N
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Goniometria

Nuamero | Nimero - . ~
m?:am ) nizal Aceitivel iz,;taﬁigl Ulcera plantar Complicagdo

31 32 50 N Abcesso

32 33 120 S Abcesso

33 34 130 S Sem tubo

34 35 30 N Sem tubo

35 36 110 S Abcesso

36 38 0 N

37 39 30 N

38 41 80 S

39 42 40 N

40 43 68 N Sem tubo

41 44 45 N

42 45 20 N Sem tubo

43 46 40 N

44 47 45 N ?:11:; tubo mas nervo per-

45 48 50 N Sem tubo

46 49 35 N Sem tubo

47 50 10 N

48 51 5 N Sem tubo

49 52 15 N Abcesso

50 53 20 N Abcesso

51 54 30 N Abcesso

52 55 0 N

53 56 0 N

54 58 10 N

55 60 0 N

56 61 0 N

57 62 15 N

58 63 0 N Abcesso




ABSTRACT

Preserved bovine pericardium sheet was used as material for tubular repair
of experimental nerve gaps in sciatic nerves of Ratus norvegicus. In a final
sample of animals that did not show complications(38), results revealed
nerve regeneration from the proximal stump through the tube and connecting
with the distal stump in 97.3 % of cases. The author concluded that
preserved bovine pericardium has good surgical handling, is easily obtainable,
lead to negligible tissue reaction and can be used as material for tubular repair
of experimental gaps in sciatic nerve of mice. Its is suggested that this study
should be expanded regarding future clinical use of this material in tubular

nerve repair.
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