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RESUMO

A aceleracdo da regeneracdo nervosa aliada a sua qualidade através da inoculagdo de
células no sitio da lesdo tem sido objeto de diversos estudos experimentais. Assim, o
presente trabalho objetiva avaliar a regeneracdo nervosa associando a técnica de
tubulizacdo com a fragdo mononuclear aut6loga de medula éssea em coelhos. Foram
utilizados 28 coelhos da raca Nova Zelandia, higidos, distribuidos em dois grupos:
terapia (GT) e controle (GC), de igual nimero, subdivididos de acordo com o tempo de
avaliacdo em 50 e 75 dias. Todos os animais foram anestesiados e submetidos a seccdo
do nervo femoral direito com imediata neurorrafia utilizando tubo de silicone, deixando
um intervalo de 5 mm entre os cotos nervosos, porém apenas o GT recebeu a terapia
celular. A avaliacdo da regeneracdo foi realizada funcionalmente e histologicamente,
sendo os dados de funcdo obtidos por exame clinico neuroldgico realizado a cada dez
dias de pds-operatério e eletrofisiologia nervosa realizada previamente a eutandsia aos
50 e 75 de pos-operatdrio. Na andlise histologica constataram-se presenga de ponte
nervosa e boa regeneracdo das fibras em todos os animais. A eletrofisiologia nervosa
demonstrou queda nos valores de amplitude e aumento da laténcia, independentemente
dos grupos. Entretanto, na avaliagdo funcional da marcha, o GT apresentou melhor
desempenho significativo nas tré€s primeiras semanas de avaliagdo. Estes dados sugerem
que a terapia celular associada a técnica de tubulizacdo influencia beneficamente no
inicio da regeneracdo nervosa, proporcionando retorno funcional do nervo mais precoce
quando comparado a animais controle.

Palavras-chave: Regeneracdo nervosa, células mononucleares, cirurgia, coelhos



ABSTRACT

The acceleration of nerve regeneration combined with its quality by the inoculation of
cells is the site of the injury has been the object of several experimental studies. This
paper aims to evaluate the nerve regeneration using the tubulization technique
associated with the transplantation of autologous mononuclear cell from bone marrow
in rabbits. The study has used twenty-eight animals New Zealand, healthy, allocated in
two groups with equal number: therapy group (TG) and control group (CG), divided
according to the evaluation duration time at 50 and 75 days. All animals were
anaesthetized and then had their right femoral nerve sectioned, followed by immediate
neurorrhaphy with a silicon tube, leaving a Smm gap between the nervous stumps, but
only the GT received cell therapy. The evaluation of the regeneration was made
histologically and functionally through clinical examination carried out each ten days
postsurgery and through electrophysiology prior to euthanasia at 50 and 75
postsurgery in both groups. The histological analysis, showed the presence of nerve
repair and good regeneration of fibers in both groups. The electrophysiology showed a
reduction of the amplitude values and increased latency, irrespective of the group.
However, the lameness analysis showed that the GT had significantly better
performance on the first three weeks postoperatively. The results suggest that cell
therapy associated with the silicon channels can be a good influence on the beginning
of nerve regeneration, providing functional return of the nerve earlier when compared
to control animals.

Key-words: Nerve regeneration, femoral nerve, autologous mononuclear cell,
microsurgery, rabbit
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1 INTRODUCAO

Os nervos periféricos sdo extensdes do sistema nervoso central e responsaveis
pela integracdo das atividades das extremidades locomotoras, em suas funcdes sensitiva
e motora. Sao susceptiveis aos mesmos tipos de traumas que afetam outros tecidos, tais
como contusdo, compressdo, esmagamento, estiramento, avulsdo e laceragcdo
(MATTAR Jr; AZZE, 2008). A interrup¢do da continuidade da estrutura do nervo,
resulta na parada de transmissdo dos impulsos nervosos e na desorganizacdo de suas
atividades funcionais (MATTAR Jr; AZZE, 2008), levando a consideravel inabilidade
e/ou permanente incapacidade fisica nos individuos IGNATIADIS et al., 2007).

Por esse motivo, hd anos cientistas do mundo inteiro realizam pesquisas em
busca de um maior entendimento sobre o processo de regeneracdo nervosa, tentando
encontrar por meio de diversos recursos terapéuticos, a forma ideal para que um nervo

lesionado possa voltar a apresentar sua total funcionalidade (SANTOS; ANDRE, 2007).

Relatos de sucesso na reparacgfo cirdrgica de nervos periféricos s@o encontrados
na literatura desde o século XIX (IGNATIADIS et al., 2007), quando Laugier (1864) e
Hueter (1873), sugeriram a reparagdo direta do nervo por aproximagdo do epineuro,
sendo que essa técnica permanece como pratica ainda convencional nos dias de hoje
(SILVA-NETO, 2007). No entanto, nem todas as lesdes nervosas sdo propicias para
anastomose direta, uma vez que perdas significativas de tecido nervoso requerem a
utilizacdo de enxerto ou conduto que comunique as duas extremidades (MIMURA et al.,
2004; IGNATIADIS et al., 2007). Desta maneira surgiram os enxertos autélogos (HU et
al., 2007) os quais tornaram-se uma das alternativas no tratamento de lesdes de nervo
periférico. Esta técnica apresenta algumas limitagdes tais como o ajuste adequado da
extensdo e do didmetro do nervo, a necessidade de subsequente cirurgia no mesmo
paciente com perda da funcdo do nervo doador, além da formagdo de neuromas e de

maior dor pés-operatoria (WANG et al., 2007).

Por estas razdes, muitas pesquisas tém sido feitas com o interesse de induzir a
regeneracdo do nervo seccionado através de “guias de condug@o regenerativa”, feitos
com materiais bioldgicos e ndo bioldgicos tais como o tubo de silicone (MURAKAMI

et al., 2003; WANG et al., 2007).
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Estes guias s@o considerados alternativas viaveis para as técnicas de enxertia,
com a fun¢fo de ajudar a direcionar o crescimento axonal de um nervo seccionado,
permitindo a difus@o de fatores neurotréficos e neuroprotetores produzidos pelos cotos
nervosos com fungdo regenerativa (ZHANG et al., 2008). Ainda assim, a regeneracio
continua sendo lenta e nem sempre completa, uma vez que o silicone permanecerd no
organismo, podendo promover reacdo de corpo estranho, compressio do nervo com
perda de sua funcdo e formacdo de neuroma (WANG et al., 2007). Recentemente tem
sido testada a combinacdo de terapia celular e fatores tréficos com técnicas ja
consagradas de tubulizagio nervosa (BRAGA-SILVA et al., 2006; COLOME et al.,
2008), objetivando primeiramente recuperar a continuidade do nervo, permitindo o
crescimento da porc¢do distal do coto proximal (CHEN et al, 2007), além da

recuperacdo funcional do mesmo.

A resposta neuronal e a regeneragdo axonal implicam em interacdes complexas
entre diversos tipos celulares e mudancas na expressdo de diferentes tipos de moléculas.
Para isso, muitos modelos experimentais tém sido usados para conjugar conhecimentos
sobre regeneracdo nervosa e o desenvolvimento de estratégias que promovam a

recuperacdo funcional (SANTOS; ANDRE, 2007).

Neste intuito, vérios estudos t€m demonstrado que a implantacdo de células-
tronco neurais, células mesenquimais de medula ssea ou fibroblastos promovem efeito
benéfico na regeneracdo de nervos periféricos (SHEN et al., 1999; DEZAWA et al.,
2001; MURAKAMI et al., 2003; CUEVAS et al., 2004; HEINE et al., 2004; MIMURA
et al., 2004). Porém, ainda é desconhecido o mecanismo pelo qual se diferenciam em

tecido nervoso.

Apesar dos resultados serem animadores em termos de regeneracdo, a utilizacio
da terapia celular na rotina, bem como suas aplicagdes clinicas ainda sdo consideradas
um grande desafio para a engenharia tecidual que segue buscando através das novas
pesquisas, resultados consistentes para sua utilizacdo de uma forma segura (COVAS,
2006). Para isso, o presente trabalho objetiva contribuir para a avaliacdo da regeneracio
nervosa associando a técnica de tubulizacdo com células autélogas mononucleares de

medula dssea, verificando conjuntamente sua funcionalidade nervosa.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a capacidade de regeneracdo nervosa periférica apds defeito agudo do
nervo femoral de coelhos Nova Zelandia, corrigido mediante a técnica de tubulizacdo
com prétese de silicone associada ou ndo a inoculacdo de aspirado de células
mononucleares autélogas de medula 6ssea no sitio da lesdo nervosa.

2.2 Especificos

- Avaliar a viabilidade da técnica no reparo nervoso por ponte entre os cotos do

nervo femoral seccionado.

- Avaliar, clinicamente, o retorno da func¢io nervosa por meio de exame clinico

neuroldgico e observacdo da marcha dos animais a cada 10 dias.

- Verificar a fungdo do nervo femoral através da eletrofisiologia nervosa aos 50 e

75 dias de pds-operatdrio.

- Acompanhar, macro e microscopicamente, o processo de regeneragao nervosa

aos 50 e 75 dias de tubulizag@o do nervo femoral.

- Comparar a regeneracdo do nervo femoral em animais tratados com células

mononucleares autélogas de medula éssea com os animais nao tratados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central (SNC) e o sistema

nervoso periférico (SNP).

O SNC ¢ constituido pelo encéfalo e a medula espinhal, j4 o SNP € constituido
pelos nervos e ganglios periféricos. Todas as estruturas exclusivas do SNP t€ém origem
na crista neural. Nos ganglios periféricos, existem neur6nios, células de Schwann e

células satélites (SHORES, 1996; LENT, 2005a; PIERUCCI et al., 2008).

O SNP se divide em sistema nervoso somatico e sistema nervoso autébnomo (GUYTON,
1996; LENT, 2005a). O sistema nervoso somatico € responsavel pela inervacdo dos
musculos esqueléticos. Ndo contém ganglios periféricos e as sinapses ocorrem no
interior da medula espinhal (SNC) de onde partem neurdnios mielinizados até a juncdo
neuromuscular (placa motora) (VITAL, 1999). J4 o sistema nervoso autdnomo,
transporta todos os impulsos do SNC e apresenta uma agdo integradora sobre a
homeostase corporal, regulando a atividade de estruturas fisiolégicas que ndo estdo sob
controle voluntdrio, tais como a respiracdo, a digestdo, a circulacdo, a sudorese, dentre

outras (VITAL, 1999).
3.1.1 Anédtomo-fisiologia do tecido nervoso

O tecido nervoso é formado por trilhdes de células nervosas, células gliais, vasos

sanguineos e uma pequena quantidade de tecido conjuntivo (LENT, 2005a).

O sistema nervoso (SN) é constituido por dois tipos de células: os neurdnios e as
células da glia ou neurdglia. O neurdnio € a unidade funcional do sistema nervoso e as
células da glia, constituem elementos de sustentacdo, nutri¢ao, revestimento, modulacéo

da atividade nervosa e de defesa (www.bioaula.com.br).

Cada neurdnio do SN é uma unidade sinalizadora, capaz de gerar e conduzir
eletricidade, possuindo morfologia adaptada para recepg¢do, transmissdo e

processamento de sinais (GUYTON, 1996; LENT, 2005a).
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Um neurdnio tipico apresenta quatro regides definidas morfologicamente: o corpo
celular (soma), os dendritos, o ax6nio e o terminal pré-sindptico do axdnio, sendo a
bainha conjuntiva que o envolve, denominada endoneuro (BOUSKELA; SHMIDT,
2005; MATTAR Jr; AZZE, 2008).

O corpo celular é o centro metabdlico do neur6nio, tem a fungdo de integrar as
informagdes recebidas e elaborar as respostas. Possui nicleo, reticulo endoplasmatico,
sistema ou complexo de Golgi e dendritos (LOPES et al., 1993; BOUSKELA;
SHMIDT, 2005).

Além de dendritos, que sdo os receptores, o corpo celular possui a substincia de
Nissl: reticulo endoplasmatico rugoso e polissomos, responsdvel pela produgdo de
proteinas de muitos processos vitais, incluindo o desenvolvimento de componentes do
citoesqueleto envolvidos no transporte axoplasmico e regeneragc@o de nervos periféricos

(STORS, 1998; BOUSKELA; SHMIDT, 2005; MATTAR JR; AZZE, 2008).

A lesdo nos corpos celulares € irreversivel, por isso, a natureza os situou em locais
bem protegidos como no interior do cranio (encéfalo) e no interior da coluna vertebral.
Sao os corpos celulares que constituem a substincia cinzenta do SN. (LOPES et al.,,

1993).

Os axonios sdo envolvidos por uma bainha lipoprotéica, a bainha de mielina, que
faz o isolamento elétrico e permite que os estimulos sejam conduzidos de modo
saltatdrio répido e eficiente (LENT, 2005a; PURVES, 2005a). Os estimulos chegam ao
neurdnio através de dendritos, passam para o corpo celular e entdo para o axdnio

(MOTTA et al.,2008).

Os ax0Onios do SNP, consistem em axoplasma liquido no interior da membrana
celular e podem ser mielinizados ou desmielinizados. Muitos axdnios desmielinizados
podem estar envolvidos por uma tnica célula de Schwann, mas a bainha de mielina para
cada axo6nio mielinizado é formada por uma série de células de Schwann (PURVES,
2005a; RODKEY; SHARP, 2007). Normalmente, o axdnio possui microtibulos,
neurofilamentos e raras proteinas e lisossomas, ndo possuindo ribossomos e, portanto,

ndo sintetiza proteinas (BOUSKELA; SHMIDT, 2005).
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Nos axo6nios mielinizados, a drea ndo coberta pela bainha de mielina constitui os
denominados nédulos ou nodos de Ranvier, onde ocorrem as trocas idnicas na conducéo
saltatdria do estimulo nervoso. Ou seja, nas fibras nervosas mielinizadas, o potencial de
acdo salta de um nodo de Ranvier a outro resultando na rapida velocidade de conducio.
Em fibras ndao mielinizadas, a condu¢do é mais lenta pela continuidade do potencial de
acdo em toda a extensdo da fibra (RODKEY; SHARP, 2007; MATTAR Jr; AZZE,
2008).

A fibra nervosa € longa, com didmetro variado e é impossivel de ser abordada
cirurgicamente. Em seu interior, hd um complexo sistema de transporte anterégrado e
retrogrado formado por microtibulos, microfilamentos e neurofilamentos. No érgdo de
destino, o axdnio ramifica-se formando os telodendros ou botdes sindpticos (MATTAR

Jr; AZZE, 2008).

2

Cada fibra nervosa, é completamente envolvida por uma bainha protetora ou
envoltdrio de tecido conjuntivo, constituido de fibrilas coldgenas, fibroblastos chamado
de endoneuro. Possui elasticidade e resisténcia, apresenta a funcdo de protecdo das
fibras, além de nutri-las através de um sistema capilar (RODKEY; SHARP, 2007;
MATTAR Jr; AZZE, 2008).

Virias fibras nervosas, de diferentes tamanhos, sdo agrupadas formando os
fasciculos nervosos sendo cada fasciculo envolvido por tecido conjuntivo denso e forte
que os protege de traumas e compressdes externas, chamado de perineuro. O perineuro,
tem como func¢des manter a pressdo intrafascicular auxiliar na manutencido do fluxo
axoplasmadtico, proteger as fibras nervosas e formar uma barreira entre as fibras
nervosas e outros tecidos, impedindo a entrada de substincias estranhas (MATTAR Jr;

AZZE, 2008).

O nervo inteiro encontra-se circundado pelo epineuro. Essa camada externa,
compde-se de tecido conjuntivo areolar e contém fibras coldgenas mais espessas
(PURVES, 2005a). Tanto o perineuro como 0 epineuro externo sao mais espessos nas
articulagdes, protegendo os nervos periféricos durante os movimentos (RODKEY;

SHARP, 2007; MATTAR Jr; AZZE, 2008).
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Proximo ao seu final, o axonio se divide em varios ramos muito finos, os terminais
pré-sinépticos, elementos transmissores do neurdnio. Por intermédio desses terminais,
um neurdnio se contacta e transmite informagdes sobre sua atividade a superficies
receptoras de outros neurdnios, musculos ou outros tipos de células receptoras

(BOUSKELA; SHMIDT, 2005)

A regido de contato entre um terminal de uma fibra nervosa e um dendrito ou o
corpo (mais raramente um outro axonio) de uma segunda célula chama-se sinapse,
formada pelo terminal pré-sindptico de uma célula (célula pré-sindptica), a superfice
sindptica de outra célula (célula pds-sindptica) e o espago entre estas duas estruturas é

denominado de fenda sindptica (BOUSKELA; SHMIDT, 2005; LENT, 2005a).

A sinapse constitui uma regido especializada fundamental para o processamento
da informacdo pelo SN. Na sinapse, os sinais elétricos que chegam a um neur6nio nem
sempre passam sem altera¢do. Muitas vezes sdo bloqueados parcial ou completamente,
ou entdo amplificados, o que significa que este € um local de decisdo do SN, onde a

informacdo ndo € apenas transferida, mas transformada na passagem (LENT, 2005a).
3.1.1.1 Anatomia e fisiologia do nervo femoral

O nervo femoral € o maior ramo do plexo lombar. Ele se origina das trés divisdes
posteriores do plexo, as quais sdo derivadas do segundo, terceiro e quarto nervos
lombares (Figura 1). Emerge da borda lateral do miusculo psoas, entra no trigono
femoral lateral a artéria femoral, onde se divide em ramos terminais (DYCE et al.,

1997).

Os ramos motores acima do ligamento inguinal inervam os miusculos sartdrio,
pectineo e quadriceps femoral. Os ramos sensitivos compreendem 0s ramos cutaneos
anteriores da coxa para a superficie antero-medial da coxa e o nervo safeno para o lado
medial da perna e pé e segue um trajeto através dos miusculos psoas, alcangcando um

espaco entre o canto dorsocaudal do flanco e o miisculo ilipsoas (GUSMAO, 2003).

O nervo femoral € acompanhado pela artéria e veia iliacas externas e, ao adentrar a
coxa, segue numa direcdo protegida entre os musculos sartorio e pectineo. Em seguida,

emite o nervo safeno e, apds um trajeto posterior muito curto, mergulha entre os
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musculos reto femoral da coxa e vasto medial (Figura 1) para adentrar no quadriceps

(http://www.compuland.com.br/anatomia/plexo.htm).

3.1.1.2 Lesdes que Afetam o Nervo Femoral

As lesdes do nervo femoral frequentemente comprometem também o nervo
obturatério. Devem ser consideradas lesdes da medula espinhal, cauda equina e plexo
lombar. As lesdes periféricas podem ser resultantes de tumores pélvicos, abscessos do
musculo psoas, fraturas da pelve e da porcdo superior do fémur. Também podem ser
decorrentes de lesdes durante cirurgia pélvica, pressdo exercida durante intervencdes
cirtirgicas prolongadas (quando os membros sdo fortemente abduzidos), de ferimentos,
de aneurismas da artéria femoral e neurites (DYCE et al, 1997,

<http://www.compuland.com.br/anatomia/plexo.htm>).

3.1.1.3 Caracteristicas clinicas das lesdoes do nervo femoral em animais

Segundo Dyce et al. (1997), clinicamente, as lesdes do nervo femoral dependem do

nivel de comprometimento do nervo, podendo apresentar-se como:

a) Sinais clinicos motores. A paralisia do musculo ilio-psoas determina a incapacidade
de flexionar a coxa sobre o tronco. Se o iliaco isoladamente estiver paralisado, a flexdo
da coxa estard enfraquecida. Na paralisia do quadriceps estdo ausentes tanto a extensio

da perna quanto o reflexo patelar. A marcha torna-se dificultosa.

b) Lesdes atroficas. A atrofia desenvolve-se na superficie cranial da coxa.

c) Distirbios sensitivos. A sensibilidade é perdida na distribuicdo cutinea do nervo
femoral. A dor ocorre com as lesdes irritativas, sendo frequentemente mais acentuada

no joelho.

d) Lesdes parciais. Lesdes da coxa podem comprometer somente ramos isolados do
nervo femoral, como por exemplo o nervo safeno isoladamente, ou ramos para o

musculo quadriceps.

Assim, uma lesdo grave no nervo femoral, apresenta consequéncias sérias, uma

vez que a paralisia do quadriceps impede a firmeza da articulagdo do joelho, tornando o
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membro todo incapaz de suportar o peso. Nenhuma compensacio € possivel para este

desvio (DYCE, et al., 1997; http://www.compuland.com.br/anatomia/plexo.htm).

Figura 01 — Desenho esquemadtico da face medial do membro
pélvico direito de coelho, demonstrando as principais
estruturas adjacentes ao nervo femoral. A cor amarela
indica os nervos; a azul indica as veias e o vermelho
indica as artérias. (5) Por¢do medial do misculo iliaco.
(10) Nervo femoral; veia iliaca externa direita. (16)
Artéria e veia femoral profunda. (17) Artéria e veia
circunflexa lateral. (20) Musculo reto femoral. (21)
Miusculo vasto medial. (22) Artéria e veia femoral;
nervo safeno. (24) Misculo pectineo.(Fonte:
POPESKO, 1990).
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3.2 Classificacao das lesoes nervosas periféricas

As consequéncias de lesdes nas fibras nervosas dependem de sua natureza,
intensidade e local lesionado (FERREIRA, 1998). O grau de continuidade do
endoneuro, perineuro e epineuro sdo classificados em trés niveis e dependem da

capacidade regenerativa do nervo (RODKEY; SHARP, 2007).

Seddon, em 1943, classificou as lesdes nervosas em neuropraxia, axonotmese e
neurotmese. J4 Sunderland, em 1952, as classificou em cinco graus. (DOURADO et al.,

2003; MATTAR Jr; AZZE, 2008).

No primeiro grau de lesdo, neuropraxia de Seddon ou grau I de Sunderland, a
estrutura do nervo permanece intacta, ndo existindo perda de continuidade axonal entre
0 neurdnio e o misculo. Ocorre apenas uma interrup¢do da condug@o nervosa por uma
lesdo exclusivamente na bainha de mielina do nervo. O termo bloqueio de conducdo
refere-se 4 inabilidade de um potencial de a¢do em propagar-se além de uma regido
especifica do nervo (FERREIRA, 1998; DOURADO et al., 2003 MATTAR Jr; AZZE,
2008).

Assim, na neuropraxia hd uma perda tempordria da fun¢do motora do nervo com
disfungdo da propriocepg¢do, estimulo vibratério, tato, dor e sudorese. Pode durar de um
a seis meses, embora geralmente resolvam-se em até trés meses se nao houver
degeneracdo Walleriana (MATTAR Jr; AZZE, 2008). RODKEY; SHARP (2007), ainda
acrescentam que o bloqueio de conducdo geralmente afeta as fibras motoras mais

intensamente que as fibras sensitivas e simpdticas, principalmente as fibras maiores.

Na axonotmese de Seddon (Tabela 1), alguns axdnios sofrem ruptura e ocorre a
interrupcdo do axoOnio, mas as bainhas conectivas ndo estdo lesadas (RODKEY;
SHARP, 2007; MATTAR Jr; AZZE, 2008). Ocorre bloqueio da conducido nervosa
devido a perda da continuidade do axonio, porém, a membrana epineural se mantém

intacta (DOURADO et al., 2003).

FERREIRA (1998) descreveu a axonotmese, como uma lesdo que acomete os
axonios do nervo e ocorre uma reacdo em duas fases. A primeira fase envolve a
desintegracdo do axo6nio e a quebra de sua bainha de mielina, o que é chamado de

degeneracio Walleriana (axonal). Embora as alteracdes mais importantes ocorrem
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abaixo do nivel da lesdo, também ocorrem alteracdes acima desta que, inclusive, podem
levar a degenerag@o do neurdnio e toda via axonal se a lesdo ocorrer no SNC e préximo
ao corpo neuronal. J4 a segunda fase da axonotmese descrita pelo mesmo autor € o
processo de regeneracdo (reinervacdo) da continuidade entre o axdnio e seu Orgio
terminal. O processo regenerativo € fortemente influenciado pela condi¢do do
endoneuro. Quando o endoneuro ¢é preservado, a regeneracdo processa-se
completamente, uma vez que o axdnio vai crescendo confinado no tubo originalmente

ocupado por ele.

Assim, na axonotmese surge a degeneracdo Walleriana, causando paralisia
motora, sensitiva e autondmica. Porém a recuperagdo pode ser de bom progndstico,
apresentando tempo varidvel de acordo com o nivel da lesio (MATTAR Jr; AZZE,

2008).

Sunderland (1952), subdividiu a axonotmese em trés grupos: grau Il — lesdo do
axonio ou disjun¢do axonal completa com degeneracdo Walleriana sem interrup¢do da
lamina basal; grau III — lesao da fibra nervosa (axdnio e endoneuro), com interrupcao da
lamina basal; graulV — disjunc¢do axonal, endoneural e perineural; grau V — disjuncdo
axonal completa, com lesdo no endoneuro, perineuro e epineuro (Tabela 1)

(DOURADO et al., 2003; MATTAR Jr; AZZE, 2008).

Na neurotmese de Seddon ou lesdo grau V de Sunderland (Tabela 1), todo o
nervo e suas estruturas estdo lesadas. Ocorre sec¢io e separacdo completa de todas as
estruturas nervosas, produzindo um intervalo entre as extremidades seccionadas. Nao ha
integridade do epineuro e a sua reparagdo sempre serd cirirgica. A regeneracdo e
reinervacdo nunca serd completa e, geralmente, os pacientes evoluem com alguma
deficiéncia em relacdo a funcdo motora (FERREIRA, 1998; DOURADO et al., 2003;
RODKEY; SHARP, 2007; MATTAR IJr; AZZE, 2008).
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Tabela 1 - Classificacio das lesdes de nervos periféricos, segundo Seddon e

Sunderland.
SEDDON SUNDERLAND LESAO
Neuropraxia  Graul Disfuncdo (auséncia de lesdo)
Axonotmese  Grau Il Axonio
Axonotmese  Grau Il Axoénio + Endoneuro
Axonotmese  Grau IV Axoénio + Endoneuro + Perineuro (fasciculo)
Neurotmese Grau'V Axoénio + Endoneuro + Perineuro + Epineuro (nervo)

Fonte: MATTAR Jr; AZZE, 2008.

3.3 Potencial de acao neural

As células nervosas geram sinais elétricos, sendo estes a base da transferéncia de
informagdes no sistema nervoso (GUYTON, 1996, PURVES et al., 2005b). Porém, um
problema fundamental para os neurdnios € que seus axdnios, que podem ser bastante
longos, ndo sdo bons condutores elétricos. Para compensar essa deficiéncia, os
neurdnios desenvolveram um sistema de propagacio “auto-sustentada” que lhes permite
conduzir sinais elétricos ao longo de grandes distincias. Estes sinais elétricos sdo
chamados de potencial de agfo, potenciais em “pico” ou ainda impulsos nervosos
(PURVES et al., 2005b). Os potenciais de acdo existem através das membranas de
praticamente todas as células do corpo e algumas células como os neurdnios e fibras
musculares. As células portanto sdo ‘“excitdveis”, isto é, capazes de autogerarem
impulsos eletroquimicos e, em alguns casos, usarem esses impulsos para a transmissio

de sinais (GUYTON, 1996).

Os impulsos eletroquimicos, sdo propagados ao longo da extensdo dos axonios
(LENT, 2005b), sendo os sinais fundamentais que carregam a informagdo de um lugar a
outro no sistema nervoso. Isto ocorre porque existem diferengas nas concentragcdes de
fons especificos através das membranas das células nervosas e porque as membranas
sdo seletivamente permedveis a alguns destes fons (GUYTON, 1996; LENT, 2005b;
PURVES et al., 2005b). Estes dois fatos, por sua vez, dependem de dois diferentes tipos
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de proteinas presentes na membrana celular: os transportadores ativos, os quais movem
fons ativamente para dentro ou para fora da célula contra seus gradientes de
concentracdo; e 0s canais i0nicos, os quais permitem que apenas certos fons cruzem a

membrana na direcdo de seus gradientes de concentracdo (PURVES, et al., 2005b).

Como em todas as células, o interior do neurdnio é negativo em relagdo ao
exterior, uma diferenca de potencial mantida constante pelo continuo fluxo de {ons
através da membrana € chamada de potencial de repouso, o qual reflete a separacdo de
cargas elétricas entre a face externa e a face interna da membrana celular (Figura 02)

(LENT, 2005b).

Junto da membrana celular, existe excesso de fons de s6dio (Na*) na regido
extracelular ou no exterior do neurdnio e fons de potéssio (K*) no interior do neurdnio
(GUYTON, 1996; LENT, 2005b). Desta maneira, o potencial de acdo depende do fluxo
de fons Na" e K" através dos canais especificos. A permeabilidade da membrana
durante o repouso € mais alta para o Na" do que para o K*. O potencial inicia com a
despolarizacdo da membrana, causando mudanga na permeabilidade, abrindo os canais
de Na* (que normalmente sdo mantidos fechados por “portdes” sensiveis a variagio de
voltagem), o que eleva a entrada de Na® na célula e produz a fase ascendente do
potencial de agd@o. A fase descendente é causada pelo fechamento desses “portdes”, com
a redugdo do influxo de Na'e abertura dos canais de K*, ocasionando aumento do
efluxo desse ion (BOUSKELA; SHMIDT, 2005). Este movimento de ions através da
membrana celular e o consequente potencial de acdo, deslocam-se ao longo da
membrana, o que corresponde a deslocacdo do impulso nervoso ao longo da célula,
sendo depois comunicado a outras células através das sinapses (BOUSKELA;
SHMIDT, 2005; PURVES et al., 2005b). Portanto, a membrana celular do neurénio em
repouso ¢ impermedvel ao movimento de fons através de si, existe um potencial elétrico
entre o interior e o exterior da célula, de —70 mV, chamado potencial de repouso da

membrana (PURVES et al., 2005b).

Sendo assim, a fase de despolarizacdo do potencial de acdo é causada por uma
subita abertura dos canais de sédio dependentes de voltagem, o que permite o

movimento de fons sédio para dentro do axonio durante menos de 1 milissegundo. Os
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canais de sédio, tornam-se aos poucos inativos, o que cessa, em alguns milissegundos, a

corrente de sédio (LENT, 2005b).

A

Figura 02 —

Potenciais de acao de um nervo.
(A) Neur6nio nio estimulado
ou em repouso tem carga
negativa (-) em seu interior.
Este é o estado de polarizacdo.
(B) Quando estimulado, o
interior do neur6nio torna-se
positivo (+) por um curto
periodo. (C) A célula, muito
rapidamente retorna ao seu
estado de repouso com uma
carga interna negativa (-). O
retorno ao estado de repouso é
chamado de repolarizacio.
(Fonte: www.bioaula.com)
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Ja a fase de repolarizacido do potencial de acdo é mais rapida que a diminui¢do
do fluxo de sddio. Isso ocorre pela atuacdo do potdssio, cujos canais dependentes de
voltagem abrem-se mais lentamente que os de sédio. A saida de potdssio restaura a
polaridade da membrana nos niveis de repouso, mas durante um certo tempo ela
permanece inexcitdvel, incapaz de gerar outros potenciais de a¢do. Esta fase, chama-se
periodo refratario, e deve-se ao fato de que ap6s se abrirem, os canais idnicos passam ao
estado inativo ou refratdrio e ndao ao estado de repouso. Posteriormente, os canais
voltam ao estado de repouso, € a membrana do axdnio volta ao estado excitavel. A
bomba de sédio/potdssio se encarrega de restaurar o gradiente eletroquimico original

(LENT, 2005b).

3.4 Eletroneuromiografia

A avaliacdo eletrofisioldgica, baseia-se na aplicacdo de estimulos elétricos nos
nervos motores, sensoriais ou mistos com registros dos potenciais de acdo na tela do
osciloscopio (MERLETTI et al., 2008).

A eletroneuromiografia (ENMG) € um teste eletrodiagndstico que permite
avaliar a funcdo de vdrias estruturas do sistema nervoso central e periférico
(MERLETTTI et al., 2008), além da avaliacdo da atividade elétrica do musculo
esquelético durante o repouso e contragio (FERREIRA, 1998). E um exame
complementar considerado como extensdo do exame fisico neurolégico (CHRISMAN,
1985), onde se realiza anamnese e formulagdo de hipdteses diagndsticas para as diversas

doencas que envolvem o SN (FERREIRA, 1998).

A ENMG néo s6 verifica ou exclui uma suspeita clinica, mas também define
precisamente o local, tipo e grau de lesd@o. Também avalia a severidade da lesdo e
descreve a distribui¢do dos achados em grupos de musculos diferentes, definindo assim,
o musculo mais comprometido em caso de necessidade de biopsia muscular
(http://www.suportemed.com/index_arquivos/page0005.htm). Estes dados fornecem
uma estimativa da gravidade da doenca relacionada ao SN e miusculo-esquelético

(CUDDON et al., 2007).
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Em humanos, este teste eletrodiagnéstico € efetuado em repouso e durante a
contracdo voluntaria, no entanto, Cuddon et al. (2007) citaram que esta pritica ndo é
clinicamente possivel em grande parte dos animais domésticos. Dessa forma, os
pacientes veterindrios necessitam de anestesia geral para a execugdo de estudos mais

precisos.

A ENMG agrupa uma série de técnicas eletrofisioldgicas, sendo a selecdo destas
feita caso a caso, de acordo com o quadro clinico do paciente (FERREIRA, 1998), o que

justifica a necessidade do exame ser realizado por um profissional capacitado.

A avaliacdo eletrodiagnostica detalhada consiste nos exames de eletromiografia,
nos estudos da neuroconducdo sensorial e motora, na avaliagdo da jungdo
neuromuscular por meio de estimulag@o repetitiva supramaxima ou na eletromiografia

de uma fibra isolada (CUDDON et al., 2007).

Embora tenham sido descritas novas técnicas neurofisiolégicas empregadas
juntamente com a ENMG no diagnéstico das doengas do SNP, como a onda F, o reflexo
H, o potencial evocado somatossensitivo e outras, para FERREIRA (1998) nenhuma
delas se mostrou superior a propria ENMG em termos de diagndstico de neuropatias

periféricas.

3.4.1 Técnicas eletrodiagndsticas e seus principios bdsicos

3.4.1.1 Eletromiografia

Trata-se da avaliacdo da atividade elétrica neuromuscular (ZHANG et al., 2008),
durante o repouso e contracdo muscular (FERREIRA, 1998), através da inser¢cdo de um
eletrodo de agulha na drea do ponto motor de um determinado misculo (CHRISMAN,

1985; FERREIRA, 1998; MERLETTI et al., 2008).

Ha uma variedade de tipos de eletrodos (CUDDON et al., 2007). Os que
capturam os potenciais elétricos podem ser eletrodos de superficie e de profundidade
(MALTA et al., 2006). Os eletrodos de superficie sdo pequenos discos metélicos,
colocados sobre a pele. Segundo O’Sullivan; Shmitz (1993) e Torriani et al. (2003),



33

estes eletrodos quando aplicados em humanos, s@o muito mais convenientes para os
clinicos, mais aceitdveis pelos pacientes e produzem menos movimentos, sendo uteis

para a avaliagdo dos musculos superficiais.

Os eletrodos de profundidade sdo colocados no interior do musculo, utilizando-
se dois filamentos de arame de pequeno calibre, revestidos, que sdo introduzidos através
de agulhas hipodérmicas, colocadas na profundidade dos musculos (O’SULLIVAN;
SHMITZ, 1993; FERREIRA, 1998). Estes tltimos eletrodos, podem ser ainda
classificados como monopolares ou bipolares. Os monopolares consistem em dois
eletrodos dos quais um deles é colocado sobre o feixe muscular de interesse e o outro
colocado num ponto ndo afetado pela atividade do feixe muscular de interesse. Assim, é
possivel medir a diferenga de potencial entre estes dois pontos. Os bipolares, consistem
em trés eletrodos, sendo dois deles colocados sobre a regido que se deseja estudar e o
terceiro (eletrodo terra) posicionado num local ndo afetado pela atividade da regido de
interesse. Mede-se a diferenca de potencial elétrico entre os dois eletrodos que estdo na
regido de interesse, tomando-se como referéncia o eletrodo terra (RODRIGUEZ-ANEZ,

2008).

O’Sullivan; Shmitz (1993), relataram que em seres humanos, os eletrodos de
superficie sdo os mais utilizados por ser um método ndo invasivo e de facil execucao,
enquanto que Cuddon et al. (2007) citaram que em animais, em decorréncia de
problemas técnicos como a tricotomia € 0 mau contato entre a pele e os eletrodos de

superficie, os concéntricos tipo agulha ou monopolares sdo preferiveis.

Na musculatura normal ndo sao observadas atividade elétrica no repouso
(FERREIRA, 1998; CUDDON et al., 2007), com excecdo da atividade insercional
(CUDDON et al., 2007), e potenciais de placa motora, caso a agulha esteja situada em
um terminal axonal (MERLETTI et al., 2008). A atividade insercional, é uma atividade
fisiologica (MERLETTTI et al., 2008), que ocorre pelo dano mecanico as miofibras no
momento da aplica¢do da agulha. Esse procedimento promove descargas espontineas da

atividade elétrica, com inicio e término abrupto conforme a agulha € introduzida

(CUDDON et al., 2007).
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Quando ocorre uma lesdo nervosa periférica, de axonotmese ou neurotmese, ha o
aparecimento de potenciais de fibrilagio e ondas positivas, devido a descarga
espontinea das fibras musculares desnervadas em fun¢éo da instabilidade da membrana

celular (FERREIRA, 1998).

Os potenciais de acdo da unidade motora, sdo avaliados durante a contracio
muscular voluntiria (CUDDON et al., 2007), onde sdo analisados quanto a amplitude, a
duracdo e a incidéncia dos potenciais polifdsicos. A amplitude é determinada pelo
nimero de fibras musculares ativadas proximas ao eletrodo de agulha e pela distancia
entre o eletrodo e as fibras. A durag@o do potencial, reflete a atividade de todas as fibras
musculares da unidade motora e o grau de assincronismo existente entre a

despolarizacdo de cada fibra (FERREIRA, 1998).

Apesar da EMG apresentar vantagens na avaliacdo de nervos periféricos,
CUDDON et al. (2007) citaram como principal desvantagem a correlagdo deficiente
entre a gravidade da doenca clinica e o grau da anormalidade eletromiografica. Portanto,
sua utilizagcdo isolada ndo € eficiente. Além disso, sua utilidade clinica na medicina

veterindria € restrita, uma vez que nem sempre ocorre obedi€ncia por parte dos animais.

3.4.1.2 Estudo da condugdo nervosa (Eletroneurografia)

As técnicas de neurocondugdo avaliam apenas as fibras nervosas grossas
mielinizadas e complementam a avaliag@o eletromiografica. Consistem na avaliacdo da
velocidade de conducio nervosa, laténcia distal e proximal, amplitude, duragdo, area e

morfologia do potencial de agdo composto (FERREIRA, 1998).

A velocidade de condugdo nervosa € definida como a distdncia que um impulso
percorre ao longo do nervo por unidade de tempo (CHRISMAN, 1985; FEITOSA et al.,
2000). As velocidades declinantes da conducdo nervosa motora estdo associadas a

desmieliniza¢do (CUDDON et al., 2007).

A verificagdo da amplitude é uma estimativa do nimero de fibras musculares

ativadas pela estimulacio nervosa e representa a soma das amplitudes das fibras
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musculares individuais que estio sob a drea de captagdo do eletrodo ativo (FERREIRA,

1998; CUDDON et al., 2007).

Assim, a amplitude do potencial de acdo representa o volume dos axdnios de
disparo sincronico. Portanto, quando ocorre declinio da amplitude, este dado denota
uma diminui¢do na quantidade de axoOnios vidveis e, portanto, uma desnervacdo, ou

entdo uma reducao no nimero de miofibras estimuladas (CUDDON et al., 2007).

J4 a laténcia consiste no tempo de conducdo nervosa do ponto de estimulo ao
término do nervo, e do tempo de transmissdo neuromuscular (do término do axdnio para
a placa motora, incluindo o tempo necessario para a geracdo do potencial de acdo
muscular composto), determinando a condug¢do nas fibras nervosas mais rdpidas
(FERREIRA, 1998). Em outras palavras, a laténcia informa sobre a integridade das
fibras de condugdo rapida (CHRISMAN, 1985; CUDDON et al., 2007).

Griffiths; Duncan (1978) e Feitosa et al. (2000), acrescentaram que a duragdo da
onda M é um reflexo da sincronia das fibras musculares que ocorre no momento em que
estas mesmas sofrem descargas no tempo. Estes mesmos autores, ainda relataram que
retardos de laténcia podem indicar comprometimento de fibras rdpidas e o aumento na

duracdo pode indicar comprometimento de fibras lentas.

Assim, na avaliacio dos nervos motores aplica-se um estimulo elétrico
supramaximo sobre um nervo periférico (FEREIRA, 1998), o qual provocard uma onda
de despolarizacdo dos axoOnios e geracdo de impulsos ao longo do trajeto desse nervo
(CHRISMAN, 1985; MERLETTI et al., 2008). Os impulsos elétricos serdo captados em
um eletrodo de registro superficial (CUDDON et al., 2007), localizado no ponto motor
de um misculo inervado por este nervo (eletrodo ativo) e outro eletrodo, de referéncia,

localizado sobre o tendio deste misculo (FERREIRA, 1998).

A velocidade de condug@o motora nio € constante ao longo de todo o nervo pois
o impulso se alentece a medida que atinge a porcao distal, onde existem ramos terminais
ndo mielinizados e a jun¢do neuromuscular (CHRISMAN, 1985; FEITOSA et al.,
2000). A velocidade de condugd@o nervosa motora € determinada através do periodo de

tempo entre a transmissdo neuromuscular e a geracdo do potencial deve ser eliminado.
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A diferenca da laténcia entre ambas as respostas obtidas pela estimulagdo em dois
pontos distintos (distal e proximal) exclui os dois componentes comuns a ambos o0s
estimulos, representando o tempo necessdrio para o impulso nervoso percorrer estes

dois pontos (FERREIRA, 1998).

O célculo da velocidade de condugdo € feito dividindo-se a distincia entre os
pontos de estimulo, a qual € medida por meio de uma fita métrica, pela diferenca da
laténcias, considerando-se a férmula: Velocidade = distancia/ tempo (CHRISMAN,

1985; FERREIRA, 1998; CUDDON et al., 2007)

Os estudos da condugd@o nervosa motora podem ser uteis para a distin¢do entre
os quadros de neuropraxia e de separacdo axonal e nervosa completa (axonotmese e
neurotmese respectivamente) (CUDDON et al., 2007). E por estas caracteristicas,
CHRISMAN (1985), enfatizou que a velocidade de condugao nervosa é o maior auxilio

no diagndstico e monitoragdo de neuropatias periféricas.

Sendo assim, a utilizagdo da velocidade de conducdo nervosa
concomitantemente a eletromiografia, como acompanhamento da regeneragdo de nervos
lesionados experimentalmente em coelhos, vém sendo cada vez mais utilizado como um
dado complementar ao exame clinico neuroldgico, excluindo assim a subjetividade que
este ultimo apresenta (IGNATIADIS et al., 2007, WANG et al., 2007; ZHANG et al.,
2008).

3.5 Terapia celular

O avancgo tecnoldgico da ciéncia tem proporcionado beneficios considerdveis
para a humanidade através da introducdo de novas vacinas e terapias, aumentando a
expectativa de vida e promovendo melhorias na satide das pessoas de todo o mundo

(SOUZA et al., 2003).

Dentro deste contexto, encontra-se a terapia celular, definida por ZAGO (2006)
como sendo um conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas fundamentadas no
conhecimento de vdrias ci€ncias, que visam a utilizacdo de células para tratamento de

muitas doencas. Essas novas técnicas estdo sendo aplicadas em um amplo espectro de
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doencas humanas, incluindo muitos tipos de cancer, doencas neuroldgicas como a
doenca de Parkinson, lesdes de medula espinhal, diabetes e doencas cadiacas, entre

outras .

2

E um conceito inovador, com uma enorme perspectiva de contribuir para o
tratamento de vérias enfermidades agudas ou cronicas (DOHMANN, 2004), sendo que
pesquisas realizadas acerca da terapia com células-tronco demonstraram resultados
animadores. Portanto, a utilizacdo de células-tronco e suas aplicacdes terap€uticas no
reparo tecidual, tanto em humanos como em animais, continuam sendo alvo de
incansaveis pesquisas (VIOLINI; MARIANI, 2008), no intuito de trazer perspectiva de

tratamento e cura para varias doengas.

No entanto, a aplicacdo mais imediata da terapia com células-tronco, a qual vém
sendo explorada em termos experimentais no mundo todo, € seu uso na regeneracio de
orgaos. Essa modalidade de terapia implica na inoculag@o de células-tronco em meio ao
tecido danificado, na expectativa de que estas células proliferem e se diferenciem em
células sadias tipicas daquele tecido

(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf) .

3.5.1 Células-Tronco

As células-tronco sao células indiferenciadas por apresentarem-se em estigios
embriondrios. Elas podem ser totipotentes, pluripotentes ou multipotentes especializadas
ou nao (KAIJI; LEIDEN, 2001), com capacidade de se auto-regenerarem e gerarem
células maduras de um determinado tecido. Portanto, as células-tronco apresentam trés
propriedades fundamentais: autorrenovagdo, diferenciacdo e proliferacio (KAIJIL;

LEIDEN, 2001; REYA et al., 2001; NARDI, 2005; ZAGO, 2006).

Estas caracteristicas as diferenciam das outras células do organismo uma vez que
sua autorrenovacdo € feita por meio de divisdo celular. A capacidade de se multiplicar
também ocorre por mitose, ocorrendo por longos periodos mantendo-se indiferenciadas,
de forma que um pequeno nimero pode originar uma grande populacdo de células
semelhantes. Por fim, sob certas condi¢des fisiologicas e experimentais, sdo capazes de

se diferenciar em células especializadas de um tecido particular, permitindo o
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surgimento de tipos celulares distintos morfofuncionalmente e, por extensio, de tecidos
e orgdo especializados (Figura 3). Em esséncia, as células-tronco sio capazes de fazer
divisdes assimétricas (Figura 4), ou seja, podem originar células que permanecem
indiferenciadas, repondo o pool de células-tronco, ou alternativamente podem se

diferenciar em células especializadas (ZAGO, 2006).

Este processo de diferenciacdo € regulado pela expressdo de genes especificos
nas células-tronco, mas ainda nfo estd totalmente elucidado. Certamente, isto depende
também do microambiente, ou nicho, no qual a célula-tronco estd inserida, devido a
seja, pela influéncia exercida pelas células vizinhas e pela presenga, ou auséncia, de
varios fatores de diferenciacao celular
(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf).

As células-tronco presentes no embrido sdo designadas células-tronco
embriondrias e as células-tronco encontradas em tecidos adultos sdo denominadas
células-tronco adultas (VOGEL, 2000). A plasticidade é definida como a capacidade
que uma célula-tronco apresenta em originar células diferenciadas de outros tecidos,
como por exemplo quando células-tronco hematopoiéticas originam as células

musculares cardiacas ou a hepatécitos. Ou seja, a plasticidade € a capacidade de

transdiferenciacdo (ZAGO, 2006).

De acordo com suas diferentes fungdes, as células-tronco se classificam em
embriondrias (pluripotentes e totipotentes) e somdticas ou adultas (multipotentes)
(LAKSHMIPATHY et al., 2004), cujas fungdes e caracteristicas sdo diferentes de

acordo com a plasticidade que cada uma apresenta.
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Figura 03 -Desenho esquemdtico do surgimento da
célula- tronco a partir do zigoto e capacidade
de gerar todos os tipos celulares. Fonte:
<http://academicos.cefetmg.br/admin/downlo
ads/2108/Artigo_
BIO_Celulas_Tronco.pdf>

Pool de Células Tronco

f Divis&o Assimétrica

T *  Célula | gy -
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Células Troncol_____REsStilla = | | #: Co>
Células
Diferenciadas

Figura 04 -Desenho ilustrativo demonstrando a propriedade
fundamental das células-tronco de se dividirem
assimetricamente (Fonte: Zago, 2006).

39



40

3.5.1.1 Plasticidade das células-tronco

Levando-se em consideracdo algumas caracteristicas, como o nivel de
plasticidade que estas células apresentam, as diferentes vias de diferenciacdo e as
atividades funcionais desempenhadas, as células-tronco apresentam diferentes
potenciais para a diferenciagdo e classificam-se em totipotentes, pluripotentes e

multipotentes (SOUZA et al., 2003).

3.5.1.1.1 Células-tronco totipotentes

O zigoto é uma célula-tronco totipotente, isto é, capaz de originar células de
todos os tecidos (ZAGO, 2006), ou seja, podem originar tanto um organismo totalmente
funcional, como qualquer tipo celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central

e periférico (GAGE, 2000).

As células-tronco totipotentes correspondem as células do embrido em estagios
iniciais do desenvolvimento, e tém potencial para originar ndo s6 todas as células
maduras de um individuo adulto, mas todos os anexos embriondrios, tais como a
placenta, podendo originar um organismo completo. Entretanto estas células sdo
efémeras, pois avancam na diferenciacdo e perdem tal capacidade em poucos dias apds

a fertilizacdo (ROBEY, 2000; SOUZA et al., 2003).

O processo de clivagem do zigoto produz por volta do terceiro ou quarto dias
apo6s a fecundagdo uma estrutura chamada mérula, composta por 16 a 32 células, num
arranjo compacto que lembra uma amora. Nesta etapa, as células continuam sendo
totipotentes. Por volta do quinto dia apés fecundacdo, o embrido encontra-se na fase de
blastocisto, um estdgio de 32 a 64 células, com a forma de uma esfera oca. A camada
mais externa desta esfera, chamada de trofoblasto, dard origem aos tecidos extra-
embriondrios, como a placenta. A massa celular interna da esfera dard origem ao
embrido propriamente dito.

(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf).
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3.5.1.1.2 Células-tronco pluripotentes

As células da massa interna sdo relativamente mais diferenciadas do que as
totipotentes, possuindo plasticidade menor do que estas, mas mantendo ainda as
caracteristicas de células-tronco. Sdo denominadas de células-tronco pluripotentes, uma
vez que podem dar origem aos mais de 250 tipos celulares diferentes de tecidos do
adulto (ZAGO, 2006). Assim, podem originar qualquer tipo de tecido sem, no entanto,
originar um organismo completo por ndo terem a capacidade de gerar as membranas
embrionarias (ROBEY, 2000; ZAGO, 2006;
<http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf>).

Sdo obtidas a partir do embrido em estigios iniciais de desenvolvimento, e
podem ser cultivadas in vitro. Sao as células derivadas do embrido, do feto ou de um
tipo de célula hibrida obtida de um processo chamado de tranferéncia de nicleo

somatico ou “clonagem” (ZAGO, 2006).

Em individuos adultos, também podem ser encontradas; porém, em uma
pequena quantidade. Sdo oriundas da medula ssea e podem originar células de sangue,
ossos, cartilagem, miusculos, pele e tecido conjuntivo (GAGE, 2000). Nao sdo
consideradas como células progenitoras, porque apresentam trocas epigenéticas, que
reduzem a eficiéncia de sua resposta aos sinais de diferenciacdo e proliferacio

(RIVEROS et al., 2007).

3.5.1.1.3 Células-tronco multipotentes

A medida que o embrido se desenvolve, as células que o compdem mostram um
potencial para diferencia¢do cada vez mais reduzido. Assim, as células pluripotentes
passam a ser multipotentes, ou seja, células com capacidade de darem origem a um
ndmero menor de células especializadas

(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf).

Portanto, as células-tronco multipotentes sdo um pouco mais diferenciadas do
que as pluripotentes, presentes no individuo adulto, com capacidade de originar apenas

um limitado nimero de tipos celulares. Estas células, sdo designadas de acordo com o
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orgdo de que derivam e podem originar apenas células daquele 6rgio, possibilitando a

regeneracdo tecidual (GAGE, 2000).

3.5.1.1.4 Células progenitoras ou precursoras

Estas células ndo podem ser consideradas como células-tronco, pois ao se
dividir, ndo produzem células similares a célula mae, que adquirem morfologia e
fisiologia propria, mais diferenciadas, especializando-se no desempenho de uma tarefa
especifica do organismo
(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron

co.pdf).

3.5.2 Células-tronco adultas

Além de presentes no embrido, as células-tronco também sido encontradas em
varios orgdos e tecidos no individuo adulto, onde participam da homeostase tecidual,
gerando novas células para renovacdo fisioldgica ou em reposta a uma lesdo. Tais
populacdes celulares indiferenciadas, e com habilidade de autorrenovagdo em multiplos
tipos celulares, sao denominadas células-tronco adultas ou somaticas (BJORNSON et
al., 1999; CLARKE et al, 2000; FUCHS et al., 2004; MOORE; LEMISCHKA, 2006),
sendo classificadas como multipotentes pela sua capacidade limitada de diferenciagdo

(ZAGO, 2000).

Uma vez formado o individuo, nem todas as células sdo plenamente
diferenciadas, pois mesmo em um organismo adulto, existem tecidos e 6rgdos que
precisam ser continuamente renovados (ZAGO, 20006;
<http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tron
co.pdf>). Numerosos tecidos possuem células-tronco residentes, que constituem uma
reserva da qual o organismo langa méo para repor células maduras desgastadas ou
quando ocorre lesdo ou remodelagdo dos tecidos. Assim, sdo bem conhecidas as células-
tronco da pele, da mucosa intestinal, do figado, da gordura, da cérnea, da retina, da
polpa dentéria, do pulmio e dos musculos esqueléticos (ZAGO, 2006). Dessa forma, as
células-tronco sdo fundamentais na manutencdo dessas populacdes celulares
(<http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tro

nco.pdf>) e varios mecanismos celulares regulam o balanco entre autorrenovagdo e a
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diferenciagdo das células-tronco, o qual recebe grande influéncia do nicho o qual estio

inseridas (FUCHS et al., 2004).

3.5.2.1 Células-tronco hematopoiéticas

Em individuos adultos, a primeira e mais conhecida célula-tronco descrita é a
hematopoiética (LIANG; BICKENBACH, 2002; NARDI, 2005; ZAGO, 2006). Estas
células apresentam como caracteristicas principais a capacidade de autorrenovagio e a
pluripotencialidade (SILVEIRA, 2000). Este fato é sabido desde a década de 1940, uma
vez que tais células-tronco indiferenciadas s@o as responsaveis pela reposicdo de células

maduras no sangue, sendo estas dltimas, autorrenovadas constantemente (ZAGO, 2006).

Assim, as células hematopoiéticas sdo as que compdem o sangue e exibem
caracteristicas diferentes das de outros Orgdos vitais, tais como tempo de vida
relativamente curto, multiplicidade de tipos celulares, e grande dispersdo no organismo.
Em um individuo normal, os niveis das células maduras no sangue sdo mantidos em
limites estreitos e, em resposta a emergéncias como perda sanguinea ou infeccdes, os
tecidos hematopoiéticos sdo capazes de responder rapidamente a estimulos aumentando
a produgdo celular. Em adultos, estas condi¢cdes podem ocorrer por existir um sistema

de controle extremamente complexo (NARDI; ALFONSO, 2006).

As células-tronco hematopoiéticas sdo raras. Estima-se que menos de 1 em
10.000 células da medula seja uma célula-tronco hematocitopoiética multipotente, ou
seja, 0,05% a 0,1% e, por isso, sua identificacdo morfoldgica sempre foi muito dificil
(ZAGO, 2006). Por existirem em pequena quantidade no organismo, é admirdvel a
capacidade de produgdo deste sistema, pois ¢ muito grande a quantidade de células
diferenciadas maduras produzidas: 3 bilhdes de hemécias e 850 milhdes de granuldcitos
por quilo por dia na medula Ossea humana normal
(<http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tro
nco.pdf>). Em outras palavras, em um homem de 70 quilos pode ser estimada a

producgdo de um trilhdo de células por dia, incluindo 200 bilhdes de eritrocitos e 70

bilhoes de neutréfilos (OGAWA, 2008).

Além de se localizarem na medula Ossea, estas células-tronco circulam no

sangue de adultos e, em especial, no sangue do feto. No momento do nascimento, o
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sangue fetal retido na placenta apds a seccido do corddo umbilical pode ser recuperado,
constituindo rica fonte destas células que podem ser usadas para fins terapéuticos
(ZAGO, 2006). Desta forma, as células-tronco hematopoiéticas, até o momento, sdo as
mais compreendidas e mais amplamente aplicadas em protocolos clinicos, situacdo esta
compreensivel se considerarmos a facilidade de acesso ao tecido hematopoiético como
sangue periférico, da medula dssea e do sangue do corddo umbilical. A facil coleta de

células propiciou seu estudo in vitro muito precocemente (NARDI; ALFONSO, 2006).

Quando ocorre uma disfun¢do regulatéria da hemocipoiese, por exemplo, pelo
aumento ou diminui¢do da produgdo de células-tronco, hd em consequéncia uma
superproducdo ou producdo insuficiente de determinadas células sanguineas. Eo que
ocorre na leucemia, a qual é uma producdo excessiva de glébulos brancos
(<http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tro
nco.pdf>).

A ideia de transplantar a medula dssea comecou a ser desenvolvida logo apds a
exposicdo de populagdes civis a doses letais de radiacio em 1945, quando
pesquisadores demonstraram em animais irradiados a possibilidade de regeneracdo do
sistema hematopoiético. Os transplantes de medula 6ssea vém sendo realizados ha
décadas para o tratamento de vdrios tipos de doengas hematoldgicas, tais como
leucemias, linfoma e mieloma (NARDI; ALFONSO, 2006). Nos ultimos anos, a
utilizacdo de células-tronco do sangue periférico no transplante de células
hematopoiéticas, em substituicdo ao transplante de medula 6ssea, tém sido cada vez
mais comum. Pelo fato das células-tronco hematopoiética se apresentarem em nimero
restrito na circulagdo periférica, sdo representadas por toda a subpopulacido de células
CD34, obtidas apds administragdo de fatores estimuladores de coldénia (GALLACHER
et al., 2000; CUTLER; ANTIN, 2001). No entanto, muitos aspectos ainda precisam ser
elucidados para que o processo hematopoiético seja totalmente compreendido, como a
plasticidade destas células, a qual representa uma oportunidade para o estabelecimento
de novas estratégias terapfuticas de grande potencial, justificando o entusisamo

despertado por esta drea de pesquisa (NARDI; ALFONSO, 2006).
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3.5.2.2 Células-tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSC= mesenquimal stem cells), sio um dos
mais interessantes tipos de células-tronco adultas (NARDI; MEIRELLES, 2006). Sao
multipotentes, capazes de suportar a hematopoiese e de se diferenciar em diversas
linhagens celulares, porém, constituem uma pequena populacio celular na medula dssea
(COVAS, 2006). Para Horwitz et al. (2005), as MSCs € um termo comumente aplicado
para referir-se a células com alta plasticidade, aderentes, isoladas tanto da medula 6ssea
como do tecido adiposo e de outros tecidos, com capacidade de diferenciacdo

multipotente in vitro.

Alguns autores ainda definiram as MSCs como células ndo hematopoiéticas,
multipotentes capazes de se diferenciarem em ambas linhagens mesenquimais e ndo
mesenquimais. Apresentam capacidade para diferenciarem-se em condrdcitos,
ostedcitos, adipdcitos, tendcitos, cartilagem, mioblastos e tem sido demonstrado que as
MSCs apresentam capacidade para diferenciarem-se em neurdnios e astrocitos in vitro e

in vivo (COVAS, 2006; GIORDANO et al., 2007).

O tipo de célula especifica envolvida neste fendmeno de diferenciagdo nio estd
claro. Relatos sugeriram que a capacidade de diferenciacdo das MSCs, podem contribuir
para resultados observados, ou seja, elas podem se diferenciar em células especificas e
ndo especificas de um tecido in vitro e in vivo, e t€ém a tendéncia de adquirirem
caracteristicas tecido-especificas quando cultivadas com tipos de células especializadas

ou quando expostas a extratos teciduais in vitro (NARDI; MEIRELLES, 2006).

Assim, sdo facilmente isoladas, cultivadas e manipuladas em ex-vivo. As MSCs
sao dotadas de grande plasticidade e apresentam um forte potencial para aplicagdes
terapéuticas, contudo, sdo ainda pouco conhecidas. Estdo presentes na medula dssea e
sdo identificadas através de pobres combinacdes fisioldgicas, fenotipicas e propriedades
funcionais (SHORT et al., 2003; BARRY; JAVAZON et al., 2004; KASSEM et al.,
2004; MURPHY, 2004; ZIPORI, 2004).

Segundo Covas (2006), as MSCs foram originalmente identificadas a partir das
células mononucleares da medula 6ssea de camundongos por Alexander Friedenstein e

cols., em 1966, que as denominaram células formadoras de coldnias fibroblasticas
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(CFU-F = colony forming units — fibroblastic). Tais autores, demonstraram a distin¢éo
entre as células progenitoras hematopoiéticas e osteogénicas com base em varios
experimentos. Demonstraram também, que células de medula 6ssea eram capazes de
regenerar novos tecidos 6sseos em transplantes seriados em receptores secundarios,
confirmando a capacidade de autorrenovagdo das células osteogénicas, e determinando
seu status de célula-tronco. Posteriormente, desenvolveram um método de isolamento
destas células baseado na sua capacidade de aderéncia ao pléstico, que € utilizado até
hoje como método padrdo de isolamento. Do conjunto destes experimentos, ficou
demonstrado que estas células da medula éssea (CFU-F) constituiam uma populagio
celular rara, ndo entravam na fase S do ciclo celular antes de 60 horas de cultura,
possuiam elevada capacidade replicativa, eram clonogénicas, formavam coldnias de
densidade e formato irregulares, eram capazes de formar tecido dsseo in vivo mesmo
apds terem sido extensivamente cultivadas in vitro. No entanto, constituem uma
pequena populacdo celular na medula 6ssea, correspondendo a cerca de 0,001% a
0,01% de todas as células nucleadas medulares. Contudo, podem ser isoladas e
expandidas com alta eficiéncia e induzidas a se diferenciarem em multiplas linhagens

em condic¢des de cultura definidas (COVAS, 2006).

A identificacdo das MSCs depende de sistemas de cultura in vitro, o qual tem
evidenciado informagdes heterogé€neas, o que torna a caracterizagdo das MSCs mais
dificil. Trés sistemas in vitro sdo geralmente empregados para examinar estas células:
CFU-F, andlise estromal da medula o6ssea e cultivo de linhagens de células
mesenquimais. Sdo facilmente isoladas de uma pequena quantidade de aspirados de
medula 6ssea, obtidos a partir da crista iliaca superior, da tibia, do fémur, do imero e da
coluna vertebral lombar e tordcica de humanos e grandes mamiferos. Ainda, podem ser
isoladas do tecido adiposo, do figado, dos tenddes, da membrana sinovial, do fluido
amniotico, da placenta e dos dentes (COVAS, 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006;
GIORDANO et al., 2007).

As MSC da medula dssea expressam um amplo espectro de citocinas, receptores
de citocinas e fatores de crescimento envolvidos diretamente na manutencdo do
ambiente estromal, que é importante elemento regulador da hematopoiese e de outros

sistemas celulares presentes na medula 6ssea. Também, produzem uma série de
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moléculas da matriz extra-celular, incluindo a fibronectina, laminina, coldgenos e

proteoglicanos (COVAS, 2006).

Duas outras extraordindrias caracteristicas das MSCs fazem da terapia celular
um procedimento promissor no tratamento de vdrias doengas. Elas t€ém capacidade de
migrar para sitios de tecidos lesados e t€m fortes propriedades imunossupressivas,
podendo ser exploradas tanto em enxertos autélogos quanto heterdlogos (Le BLANC;

PITTENGER, 2005).

Com base nas caracteristicas acima citadas, a terapia com células-tronco
mesenquimais é um procedimento promissor para o tratamento de vdarios tipos de
doencas degenerativas. Apesar do niimero de trabalhos cientificos envolvendo células
mesenquimais crescer exponencialmente nos ultimos anos, muito ainda existe para ser
feito neste campo. A terapia com estas células € promissora, mas s6 poderd estar

disponivel como opg¢do terapéutica a médio e longo prazos (COVAS, 2006).

3.5.3 Utilizacdo da terapia celular na neurologia

Virios estudos tém comprovado que a terapia celular é um procedimento que
auxilia a regeneracdo nervosa perférica; porém, ainda restam ddvidas, como, por
exemplo, a respeito do mecanismo através do qual do qual as células-tronco produzem

subtipos especificos (NUNES; ZATZ, 2006).

Dentre estes estudos, podemos citar os realizados por Chen et al. (2007), os
quais avaliaram a regeneracdo do nervo cidtico de 40 ratos, apds remogdo cirdrgica
experimental de 15 milimetros deste mesmo nervo, com imediata reconstrugo cirurgica
através de uma camara de silicone interposta entre ambos o0s cotos nervosos. Neste
estudo, 20 animais receberam tratamento adicional com células-tronco mesenquimais e
0 mesmo nimero de animais ndo a receberam. Os autores observaram que a progressao
do processo regenerativo, nos animais que receberam terapia celular adicional,
apresentavam alta expressdo de fatores neutrofilicos. Assim, a utilizagdo de MSCs

evidenciou forte associacdo com estes fatores, favorecendo a regeneragéo neural.

Nesta mesma linha de pesquisa, Shimitzu et al. (2007) compararam a utilizagdo
de MSCs de ratos Wistar, diferenciadas e ndo diferenciadas, in vitro, em células de

Schwann, como adjuvante a regeneracdo do nervo cidtico. As células ndo diferenciadas,
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expressaram marcadores para as células de Schwann in vivo e apoiaram a regeneragao
axonal. Os autores concluiram que as MSCs nao diferenciadas podem ser um substituto

das células de Schwann, podendo ser aplicadas para a regeneragdo nervosa.

Ja Braga-Silva et al. (2006) compararam o efeito das células de medula 6ssea, do
plasma rico em plaquetas, e a combinacdo de ambos na regeneracdo de nervos
periféricos associados a técnicas convencionais em comparagdo com técnicas cirdrgicas
convencionais utilizadas como unico tratamento. Como resultados, estes autores
observaram melhor performance funcional, avaliada pelo teste da marcha nos ratos
tratados com células-tronco de medula 6ssea quando comparados com os demais
grupos. Histologicamente, no grupo células-tronco, verificaram axdnios mielinicos e
amielinicos em quantidade adequada ao comparar com o grupo o qual s6 recebeu
tratamento cirdrgico e plasma rico em plaquetas. Ainda, estes mesmos autores
observaram que o grupo tratado com células-tronco e plasma rico em plaquetas nio
apresentou melhores resultados quando comparado aos demais animais. A justificativa
dada, é que a preparagdo do plasma rico em plaquetas, de alguma forma, inibe os efeitos

das células-tronco parcialmente ou até mesmo completamente.

Em contrapartida, estudo realizado em coelhos Nova Zeldndia por Colomé et al.
(2008), com intuito de verificar a eficdcia da regeneracdo nervosa utilizando células-
tronco autélogas de medula 6ssea como terapia adicional a tubulizacido do nervo tibial,
demonstrou apenas significincia no que diz respeito a presenca de degeneracdo
Walleriana. Estes autores concluiram que a terapia celular apresentou vantagens no

processo de regeneragdo do nervo periférico, aos 30 dias de pds-operatdrio.

A respeito das células-tronco neurais (CTN), estas constituem a fonte de todos
os tipos de neur6nios que surgem durante a formacao da placa neural, e possivelmente
constituem a maioria dos tipos de células da neuroectoderme. Com o desenvolvimento,
as CTN tornam-se progressivamente menos abundantes. Apesar disto, recentes
progressos demonstraram que neurdnios adequados para transplantes podem ser
originados de cultura de células-tronco, e que a neurogé€nese ocorre em diferentes
regides do cérebro adulto, tanto em condigdes fisioldgicas como patoldgicas e estas
regides possuem células-tronco adultas. As células ependimais e os astrdcitos,
residentes na zona subventricular adjacente, tem sido apontadas como fonte de células-

tronco neurais adultas multipotentes. Portanto, o transplante de células-tronco e a
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mobilizacdo de células-tronco enddgenas sdo procedimentos que tém sido propostos
como terapias potenciais em véarias doengcas do SNC (GRITTI et al., 2002; MARIE;
OBA-SHINJO, 2006).

Assim, muito se tém estudado a respeito das células-tronco neurais adultas.
Recentes estudos demonstraram que uando a cultura de CTN é suplementada com écido
hialurdénico e coldgeno, estas células sdo capazes de se diferenciar em neurdnios,

astrocitos e oligodendrécitos (BRANNVALL et al., 2007).

Zhang et al. (2008) verificaram a implantacio de células-tronco neurais
embebidas em &4cido hialur6énico e coldgeno como promotores de regeneracdo em um
modelo experimental de transec¢do do nervo facial de coelhos. Foram utilizados neste
experimento 39 coelhos, separados em seis grupos: controle; transec¢do bilateral do
nervo e imediata reconstrucéo; transec¢do unilateral com implantacdo de células-tronco
neurais embebidas em d&cido hialurdncio e coldgeno, transec¢do unilateral com
implantacdo de neutrofina-3 (NT-3), 4cido hialur6nico e coldgeno e por fim, transec¢do
unilateral com implantacdo de células-tronco neurais, dcido hialurénico e coldgeno e
neutrofina-3. Como resultados, os autores observaram, apds 12 semanas de pos-
operatério, nos grupos AH-colageno, CTN e AH-coldgeno, NT-3 e AH-coldgeno, os
seguintes resultados: atrofia muscular do l4dbio superior, reflexo palpebral reduzido e
queda da orelha. Porém, nos animais que receberam CTN embebidas em NT-3
suplementadas com AH-coldgeno, demonstraram reflexo palpebral normal, orelhas néo
eretas porém, com movimentagdo normal, além de leve atrofia do labio superior. Como
conclusdo, estes autores supdem que a utilizagdo de células-tronco neurais embebidas
em acido hialurdnico e coldgeno e NT-3 facilita a reinervagédo de lesdes do nervo facial

de coelhos, podendo ser uma alternativa de tratamento.

Clarke et al. (2000) verificaram que as CTN, quando implantadas em
blastocistos de ratos, participavam da formacgdo de diferentes tecidos e 6rgdos oriundos
dos trés folhetos embriondrios, pois as células derivadas apresentavam marcadores
especificos dos tecidos aos quais foram incorporadas, como por exemplo, desmina no
tecido cardiaco; citoceratina 20 no epitélio intestinal; e albumina no figado. Este
experimento demonstrou o perfil pluripotente da CTN adulta e sua ampla capacidade de

desenvolvimento, podendo potencialmente, ser utilizada para gerar uma variedade de
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tipos celulares para transplantes em diferentes doencas humanas, dentre elas o mal de

Parkinson, o mal de Alzheimer e a esclerose multipla.

Assim, pesquisas adicionais ainda sdo necessdrias para a compreensdo dos
mecanismos de diferenciacdo ocorridos tanto no interior das préteses utilizadas em
cirurgias de nervos periféricos, preenchidas com a preparagdo de células-tronco, quanto
no interior dos cotos nervosos seccionados (BRAGA-SILVA et al., 2006). Também, ha
a necessidade de buscar o conhecimento a respeito do direcionamento das células-
tronco adultas (homing) para diferentes microambientes. Isto se faz essencial para que
possa ser determinado, com clareza, se estas células sdo realmente capazes de originar
diferentes linhagens neurais, quando injetadas por via venosa ou localmente (NUNES;

ZATZ, 2006).

3.6 Regeneracao nervosa

H4 muito se sabe, que os nervos periféricos lesionados sdo susceptiveis a
regeneracdo (LENT, 2005b). Pelo menos, até o século XIX, sabia-se que, apds a
reparacdo de um nervo periférico, era possivel obter a recuperagdo funcional das
estruturas por ele inervadas, mas desconhecia-se 0 mecanismo pelo qual isto ocorria

(MATTAR Jr; AZZE, 2008).

Em 1850, Augustus Waller, apresentou seu cldssico trabalho sobre a degeneracdo
nervosa apds uma lesdo. Seu estudo, nos nervos hipoglosso e glossofaringeo de sapos,
demonstrou ndo apenas a degenera¢do do axodnio distal, mas também o processo de

regeneracdo nervosa. Ele notou que a progressdao da regeneracdo ¢ mais rdpida nos

jovens e que a estimulagdo elétrica galvanica ndo altera a velocidade de regeneragdo.

A importancia de Augustus Waller, pode ser expressa pela denominagdo de
degeneracdo Walleriana dada ao conjunto de fendmenos que ocorrem no axdnio distal
ap6s uma lesdao (LOPES et al., 1993; FERREIRA, 1998; ROSSETO et al., 2001; LENT,
2005b; PURVES, 2005a; RODKEY; SHARP, 2007; MATTAR Jr; AZZE, 2008).

A lesdo do nervo periférico geralmente envolve fibras mielinizadas e ndo

mielinizadas. A interrup¢do do o axonio separa em cotos proximal e distal. Desprovido
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de aporte energético por ter sido desconectado do soma, o coto distal do axonio
degenera, fragmentando-se gradualmente em pedagos menores. A mielina se
desorganiza e também se fragmenta. Os produtos da degeneracdo do coto distal, tanto
dos axonios quanto da mielina, sdo rapidamente removidos por macréfagos
provenientes da corrente sanguinea. Ao mesmo tempo, as células de Schwann comecam
a proliferar em torno das estruturas em degeneracdo e a fabricar nova mielina ao longo
da por¢ao desnudada do axdnio, formando segmentos internodais mais curtos (Figura 5)

do que os originais (FERREIRA, 1998; LENT, 2005b; PURVES, 2005a).

Em funcdo disso, existe aumento no nimero de ndédulos de Ranvier nesta porcéo
remielinizada do nervo, e a velocidade de conducdo é mais lenta que o normal
(FERREIRA, 1998). As células de Schwann comecam a sintetizar moléculas que irdo
compor a matriz extracelular, capazes de estimular o crescimento do axdnio lesionado.
Essas moléculas sdo a laminina, a fibronectina e outras, que apresentam grande
adesividade ao cone de crescimento que se formara no coto proximal. Assim, na regido
proximal a les@o, os axdnios sofrem um processo de degeneracdo retrdgrada,
semelhante ao que ocorre no coto distal, mas geralmente, estendendo-se apenas ao
nodulo de Ranvier mais proximal. Este processo de degeneracdo pode atingir o corpo

celular levando a morte da célula por apoptose (LENT, 2005b; MARTINS et al., 2005).

As alteracdes presentes no corpo celular, segundo Martins et al. (2005),
representam um incremento do metabolismo celular, que visa a produgdo de proteinas
relacionadas a regeneracdo do citoesqueleto axdnico, em detrimento da producdo de

neurotransmissores.

A regeneracdo da extremidade distal do coto proximal do nervo periférico
lesionado inicia com a degeneragdo Walleriana do coto distal. O citoesqueleto e o
axoplasma degeneram deixando o tubo endoneural vazio (LENT, 2005b; MARTINS et
al, 2005; RODKEY; SHARP, 2007).

A regeneragdo, que ocorre no sistema nervoso periférico, estd diretamente
relacionada a possibilidade de manuten¢do das células de Schwann independentemente
da degeneracdo do axdnio. Essa sobrevida, que pode levar meses no coto distal de

animais submetidos a axoniotomia, ocorre pela existéncia de uma série de sinais
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celulares produzidos pelas proprias células de Schwann, independente do contato com

os axonios (MARTINS et al., 2005).

No local da lesdo, as alteragdes estdo presentes nas primeiras 24 horas. Ao
rompimento do nervo, a primeira nitida alteracdo que se observa ¢é a retracio do mesmo
(PIERUCCI, 2008). O intervalo formado entre os cotos é preenchido por sangue
formando-se um codgulo de fibrina. A este codgulo convergem capilares e fibroblastos
de tecidos adjacentes. Na extremidade do coto proximal, os axdnios formam protrusdes
axoplasmadticas denominadas de brotos de crescimento ou neuritos (Figura 5 (3) n) . Por
este processo, cada axénio pode originar varios axonios delimitados pelo perineuro.
Este brotamento axonal estd presente precocemente, podendo ser observado em apenas

trés horas apds a ocorréncia da lesdao nervosa (MARTINS, et el., 2005).

Em seguida, ocorre absor¢do destes brotamentos axonais multiplos, e a formacdo
de um unico axdnio. Apds 24 horas, os terminais axonais continuam avanc¢ando e,
estendem-se para a drea lesada por trés a oito dias. Ocorre aumento na presenca de
mitocOndrias e vesiculas juntamente com a expansdo distal da extremidade do axdnio,
esta estrutura ¢ denominada cone de crescimento (FERREIRA, 1998; LENT, 2005b;
MARTINS et al., 2005).

1
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Figura 05— Reparo do SNP.
(1) Neur6nio normal, mielinizado, conectado a um musculo.
(2) Quando o axo6nio é seccionado, o coto distal e a mielina
degeneram, mas o coto proximal sobrevive, embora ocorra cromatdlise
do corpo celular (c). Inicia a degeneracdo Walleriana no coto distal (a).
(3) Regeneracao do axdnio lesionado. (n) Os neuritos crescem dentro das
Bandas de Biingner (b).
(4) Neurdnio mielinizado, regenerado com restauracdo completa da
condugdo nervosa. (Fonte: PELLEGRINO et al., 2003).
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Esta expansdo distal da extremidade proximal, ou cone de crescimento, forma
duas porgdes: a regido do lamelipddio e os filopddios, ou neuritos. A regido do
lamelipédio € definida como a area central da extremidade do cone que esti em
constante remodelamento pela formagéo e retracdo dos filopddios. Os filopddios sdo
expansdes em forma de espiculas que se estendem e se retraem a partir da superficie do
lamelipédio, movimentados pela contragdo dos filamentos de actina e formando uma
rede poligonal complexa no seu interior. Por meio desta disposi¢do, o cone de
crescimento atua de forma semelhante ao movimento amebiano, explorando o
microambiente extracelular até que pela interacdo de receptores de superficie com
estimulos adequados (tais como fatores de crescimento), haja uma reorientacdo
apropriada que possibilite o crescimento axonal em dire¢cdo ao coto distal (Figura 5) e

orgdo-alvo (MARTINS et al., 2005).

3.7 Técnicas microcirirgicas de reparacio nervosa

A descontinuidade da estrutura do nervo, por algum tipo de trauma resulta no
bloqueio da transmissdo dos impulsos nervosos € na desorganizag¢do de suas atividades

funcionais. (MATTAR Jr; AZZE, 2008).

O tratamento das lesdes de nervos periféricos, de uma forma geral em animais,
apresenta problemas singulares. As lesdes nervosas isoladas ndo costumam exibir risco
de morte, mas suas sequelas podem levar a deficiéncia permanente, 6bito ou eutandsia.
A regeneracdo inadequada dos nervos periféricos apds traumatismo representa um dos

maiores problemas no tratamento de pacientes lesionados (RODKEY; SHARP, 2007).

Na maioria das vezes, a intervencdo cirdrgica faz-se a tinica op¢ao terapéutica no
tratamento de nervos acometidos traumaticamente (MARTINS et al., 2005). Com base
neste dado, Rodkey; Sharp (2007), s@o favordveis do procedimento cirtirgico precoce e

rigoroso, relatando assim, maiores chances do retorno a fungéo neural.

Mattar Jr; Azze (2008) enfatizaram a importancia de classificar as lesdes em
recentes ou tardias, dependendo do tempo entre o trauma e o atendimento prestado. Até
trés semanas sdo consideradas recentes, e apds este periodo, tardias. Assim, existe o

reparo primdrio e o secundario das lesdes periféricas. O reparo primdrio deve ser
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efetuado em, no maximo, cinco a sete dias do traumatismo, sendo indicado quando a
lesdo do nervo periférico é limpa, incisa, sem componentes de esmagamento, ndo ha
outras lesdes associadas, a cobertura cutanea é adequada, a contaminacdo é minima e a

equipe e o instrumental cirtirgico sdo apropriados.

Ja o reparo secundadrio, é realizado num periodo maior que sete dias apds a lesdo
nervosa. Rojas (1982), considerou a sutura secundaria aos 21 dias como a ideal para
realizar a neuroanastomose por apresentar um campo praticamente livre de células
inflamatoérias. Este mesmo autor relatou que na reparagdo secunddria, o epineuro

apresenta-se mais resistente, oferecendo maior sustentacdo de sutura.

Mesmo assim, a reabilitacdo de funcdes sensoriais e motoras continuam sendo

desafiantes para os pesquisadores (SANDRINI et al., 2007).

Embora na ultima década ndo tenham ocorrido grandes modificacdes nas técnicas
utilizadas para a cirurgia de nervos (MARTINS et al., 2005), o uso da microcirurgia
para tratamento das lesdes de nervos periféricos determinou grandes avangos nos
resultados funcionais pés-operatérios, persistindo, no entanto, diversos questionamentos

relativos ao manejo ideal destas lesdes (MELLO et al., 2001).

Assim, muitos métodos de sutura ou de reparo dos nervos periféricos foram
descritos, mas nenhuma técnica isolada se mostrou superior (RODKEY; SHARP,
2007). Os métodos convencionais para reparo de nervos seccionados incluem a
neurdlise, neurorrafia epineural, a neurorrafia fascicular, a neurorrafia epineural-
fascicular combinada com enxertos nervosos (SHORES, 1996), a sutura em padrao
axial central (CONTESINI et al., 1992), a aplicacdo de adesivos de fibrina (DOURADO
et al,, 2003; SANDRINI et al., 2007) e as técnicas de tubulizacdo com camaras
constituidas a partir de diferentes materiais (CONTESINI et al., 1992; NAKAMURA et
al., 2004; BRAGA-SILVA et al., 2006; KIM et al., 2006; WANG et al., 2007;
COLOME et al., 2008). A finalidade destes métodos de reparagdo microcirdrgica, para
Dourado et al. (2003), consiste no realinhamento dos cabos nervosos com o minimo de

trauma iatrogénico.
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A seguir, serdo descritas as técnicas cirdrgicas mais utilizadas nas lesdes dos
nervos periféricos, com maior énfase a técnica de tubulizagcdo neural, por ser motivo do

presente estudo.

3.7.1 Neurdlise

A neurdlise consiste na ressec¢do de tecido cicatricial do tronco nervoso. Pode ser
externa, quando a ressec¢do € efetuada em torno do epineuro, liberando-o de aderéncias,
e interna ou fascicular, quando o epineuro € aberto e a resseccdo de tecido cicatricial é
efetuada entre os fasciculos, objetivando descomprimir o tronco e os fasciculos
nervosos. Estd indicada em lesdes com continuidade do arcabougo conjuntivo do nervo,

como no caso de neuromas (FERREIRA, 1998; MATTAR Jr; AZZE; 2008).

3.7.2 Sutura Epineural

A sutura epineural (Figura 6) € a técnica cléssica eleita para a reparagdo nervosa.
Consiste em unir a por¢ao epineural dos cabos proximais e distais com o menor niimero
possivel de suturas, diminuindo assim, o tempo de intervencdo e causando menores
traumatismos ao tecido nervoso (URBANIAK, 1982; SAWAMURA; ABE, 1997).
Além disso, nao invade o conteido neural, é simples e de ficil excecucdo, nao

necessitando de grandes ampliacdes de imagem (SILVA-NETO, 2003).

Figura 06 — Sutura epineural de nervo periférico (Fonte: MATTAR Jr; AZZE, 2008).
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3.7.3 Sutura Fascicular ou Perineural

Esta técnica consiste na dissecacdo de cada fasciculo ou grupo de fasciculos,
liberando-os do tecido conjuntivo circundante e aproximando-os individualmente

(Figura 7) (URBANIAK, 1982).

Assim, diferentemente da sutura epineural, necessita de maior ampliacdo (de 8 a
16 vezes), sendo um procedimento demorado e mais entediante quando comparando as
neurorrafias epineurais (RODKEY; SHARP, 2007). A manipulagdo no sitio da lesdo é
maior, podendo aumentar o trauma, a inflamacao e induzir alteracdes degenerativas do
tecido nervoso (SANDRINI et al., 2007). A grande vantagem da sutura fascicular € a de
permitir a regeneracdo fascicular acurada por introduzir as fibras nervosas
apropriadamente nos tubos endoneurais em suas extremidades (RODKEY; SHARP;

2007).

Tanto para a técnica epineural quanto para a fascicular, é fundamental evitar-se a
tensdo na zona de sutura, prevenindo-se assim a fibrose e a isquemia local (FERREIRA,
1998). Porém, quando nio for possivel evitar a tensdo entre 0s cotos neurais, 0 enxerto
interfascicular poderd ser uma boa alternativa, uma vez que permite resolver o problema
da tensdo em caso de perda significante de tecido nervoso (FERREIRA, 1998;
IGNATIADIS et al., 2007; ROKEY; SHARP, 2007;).

Nos enxertos nervosos, empregam-se segmentos livres de nervo, geralmente o
sural, pertencentes ao doador autégeno, onde os fasciculos pertencentes ao segmento
proximal serdo conectados aos do segmento distal por meio de um ou mais enxertos.
Este enxerto sofrerd um processo de degeneracdo e funcionard apenas como conduto
para os axonios em regeneragdo (FERREIRA, 1998; RODKEY; SHARP, 2007). O
nervo o qual foi retirado seu segmento para enxerto autélogo, receberd a sutura

epineural e o enxerto serd anastomosado a seu sitio com sutura fascicular.
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Figura 07 — Desenho esquematico da sutura perineural (Fonte: Mattar Jr; Azze, 2008).

Apesar da técnica que utiliza enxertos autégenos apresentar bons resultados, Wang
et al. (2007) citaram como desvantagens a necessidade de uma segunda cirurgia no
mesmo paciente. Ainda € citado a necessidade de um ajuste adequado da extensdo e do
didmetro do nervo lesionado (PAULA et al., 2005), a diminui¢cdo da fun¢do do nervo
doador (HUANG; HUANG, 2006), a maior dor ao paciente a formacdo de neuroma e de
grandes cicatrizes ndo aceitdveis esteticamente em pacientes humanos (WANG et al.,

2007).

Por estas razdes, muitos estudos t€ém sido realizados no intuito de resolver as
desvantagens do enxerto neural e, induzir a regeneracao do nervo seccionado através da
utilizacdo de materiais bioldgicos e sintéticos biodegradaveis e ndo biodegradaveis
como uma alternativa aos enxertos autégenos (PAULA et al., 2005; WANG et al.,,
2007).

3.7.4 Técnica de tubulizagcdo neural

A técnica de tubulizacdo € um procedimento cirirgico em que 0s cotos nervosos
seccionados sdo introduzidos e fixados dentro de uma prétese tubular, objetivando

propiciar um ambiente favordvel a regeneracdo (OLIVEIRA et al., 2004), servindo
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ainda, como um guia para o crescimento das extremidades nervosas rompidas (WANG

et al., 2007).

Diferentes materiais compdem estes tubos. Dentre os bioldgicos, estdo o coldgeno
(MATTAR Jr; AZZE, 2008), o quitosano (PINEDO et al., 2001), a gelatina (WANG et
al., 2008), veias, artérias, epineuro (IGNATIADIS et al,, 2007), entre outros. Os
materiais sintéticos mais utilizados como neurotubos sdo o silicone (CONTESINI et al.,
1992; STOPIGLIA et al., 1998; BRAGA-SILVA et al., 2006; WANG et al., 2007,
COLOME et al., 2008), a celulose liofilizada (MELLO et al., 2001), o poliuretano
(HUANG; HUANG, 2006; WANG et al., 2007), a poliglactina (HUANG; HUANG;
2006); o acido poliglicélico (OLIVEIRA et al., 2004) e os adesivos de fibrina e
cianocrilatos (SANDRINI et al., 2007).

Wang et al. (2007), citaram como principais desvantagens na utilizacdo de
materiais sintéticos néo biodegradaveis o fato de permanecerem no sitio da lesio mesmo
apds a regeneracdo neural, podendo levar a uma possivel reacdo de corpo estranho.
Estes mesmos autores ainda citaram que € possivel a ocorréncia de uma compressao do

nervo tardiamente, resultando em dor e comprometimento da fun¢io nervosa.

J4 os materiais biodegraddveis também apresentam desvantagens, tais como a
baixa biocompatibilidade, a liberacao de produtos dcidos de degradacdo e a rapida perda

das propriedades mecanicas durante a degradacdo (HUANG; HUANG, 2006).

Da mesma forma, também sdo estudados fatores de crescimento de nervo (NGF —
nerve growth factor) e outras substancias que favorecem o processo de regeneracdo
nervosa, as quais, podem ser adicionadas isoladas ou concomitantemente as técnicas
cirdrgicas. E o caso dos gangliosideos e neurocinas, os quais j4 vém sendo utilizados

com finalidade terap€utica em humanos (MATTAR Jr; AZZE; 2008).

Colomé et al (2008), utilizando um modelo experimental de defeito agudo neural
de 12 coelhos Nova Zelandia, com seccdo bilateral do nervo tibial e posterior reparo
mediante a utilizacdo de camara de silicone, observaram em todos os animais o tecido
de regeneracdo internamente a prétese de silicone em um periodo de 30 dias de poés-

operatério, formando uma “ponte” de interligacdo dos cotos nervosos seccionados.
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Estes resultados, estdo de acordo com os encontrados por Da-Silva et al. (2003) e
Braga-Silva et al. (2006) , os quais utilizaram o mesmo tipo de material para um modelo
experimental em nervos cidticos de ratos Wistar, sendo que todos os animais

apresentaram tecido de interligacdo dos cotos neurais.

No que se refere a utilizacdo de adesivos para o reparo de nervos lesionados,
alguns autores relataram ser técnica vantajosa quando comparada ao emprego de sutura,
uma vez que o adesivo de fibrina é um concentrado bioldgico constituido por
componentes derivados do plasma, de aplicagdo tdpica, cujo mecanismo de acdo se
assemelha a tultima fase da coagulacdo fisioldgica (formag¢do do fibrinogénio). O
codgulo formado pelo adesivo é um componente fisiolégico encontrado no reparo
tecidual, diferenciando-o de outros tipos de colas como, por exemplo, os cianocrilatos.
Assim, pequenas quantidades de cola de fibrina podem ser facilmente aplicadas e ao

solidificarem-se, formam um codgulo plasmatico (SANDRINI et al., 2007).

Mattar Jr; Azze (2008), relataram que ao colar um enxerto ao outro, varias fibras
sao unidas pelo adesivo, diminuindo a quantidade de pontos necessirios para o
afrontamento fascicular e, conseqiientemente, diminuindo a agressdo da manipulagdo da

sutura e reduzindo o tempo cirtirgico.

Sandrini et al. (2007), avaliaram a anastomose do nervo facial de coelhos com cola
de fibrina e observaram aumento crescente na contagem de axOnios dos animais
avaliados aos 30 e aos 120 dias, o que leva a concluir que a cola de fibrina induz a

anastomose dos cotos nervosos nesses animais.

Torres et al. (2003) compararam a utilizacdo de trés técnicas microcirurgicas, a
sutura epineural, a aplicacdo de cola de fibrina e a tubulacio com BioFill® na
reconstru¢do do nervo cidtico de ratos, e concluiram que tanto a técnica de tubulacdo
quanto a aplicag@o de cola de fibrina proporcionam bom alinhamento axonal devido a
menor quantidade de material de sutura no tecido neural, levando a menor formagéo de

neuromas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 28 coelhos (Oryctolagus cuniculus), da ragca Nova Zelandia
albinos, higidos, de ambos os sexos (17 fémeas e 11 machos), com idade variando entre
3 e 5 meses, com massa corporal de 3,52 kg +0,64 , provenientes do Biotério Central da

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo, de no minimo cinco dias na
Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), onde receberam como alimentagdo, ragdo comercial peletizada especifica para
coelhos e dgua ad libittum, mantidos em gaiolas individuais sob temperatura controlada

de 18,9°C e umidade de ar média de 68,2%.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de igual nimero:
Controle (GC) e Terapia (GT), sendo subdividos de acordo com o tempo de avaliacdo
em 50 e 75 dias (GC50 e GT50; GC75 e GT75). Assim, cada subgrupo foi composto

por sete animais.

Este trabalho foi avaliado pela comissdo de ética do HCPA, seguindo principios
e normas para a utilizacdo de animais experimentais, sendo aceito sob o protocolo

nimero 07672.

4.2 Coleta e processamento das células mononucleares autélogas de medula

ossea

Para se realizar a separacdo das células mononucleares autélogas de medula
Ossea, optou-se pela sua extracdo a partir do tubérculo maior do imero, em ambos 0s

membros ou até obter-se um volume de no minimo 5 ml.

A coleta foi realizada com o animal em decubito lateral, sob anestesia geral.

Como medicagdo pré-anestésica utilizou-se cloridrato de cetamina (20mgkg™),
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midazolam (2mg.kg™) e o cloridrato de petidina (Smg.kg™), todos administrados por via
intramuscular. A indu¢@o e manutengdo anestésica para a coleta do aspirado medular foi
realizada por meio de mdscara facial, com vaporizacgdo de isoflurano em oxigénio 100%

a 2 litros/min.

Por meio da flexdo da articulacdo escdpulo-umeral, promoveu-se a exposi¢do
procedeu-se a pungdo percutanea com agulha hipodérmica 40x12, lavada com heparina,
penetrando no interior do tmero através de movimentos rotacionais. Em seguida,
introduziu-se um mandril de catéter nimero 20 no interior da agulha para sua
desobstrucdo com posterior pung¢do da medula. Este procedimento ocorreu apds

tricotomia e antissepsia de toda a regido escapulo-umeral direita e esquerda.

As coletas foram realizadas previamente ao procedimento cirdrgico, de forma

seriada, sendo que todas as amostras foram manipuladas individualmente.

O aspirado total de medula dssea obtido, foi processado com Ficoll-hypaque,
que consiste de uma mistura de polissacarideos neutros, hidrofilicos de alta densidade
que se dissolve prontamente em solucdo aquosa afim de separar a fracio mononuclear
por gradiente. A mistura Ficoll-hypaque foi colocada no fundo de um tubo e o aspirado
medular adicionado vagarosamente ao mesmo tubo apds ser, prévia homogeinizacio e
lavagem por duas vezes com meio de cultura D-MEM com 10% de soro fetal bovino e
1% de penicilina. A suspensdo celular foi centrifugada por 5 minutos a 1800 rpm. Apds
a centrifugacdo, as fases tornaram-se bem visiveis, sendo a fase superior constituida de
plasma e constituintes soliveis, na interfase as células mononucleares (pellet), em
seguida o Ficoll e apds os eritrécitos e granuldcitos que ficam sob a forma de um

sedimento celular no fundo do tubo.

O pellet de células foi ressuspendido em 3 ml de meio D-MEM completo. Em
um novo tubo falcon, adicionaram-se 3 ml de Ficoll-hypaque (propor¢cdo 1:1). A
suspensdo celular foi adicionada ao Ficoll-hypaque pela parede do tubo, evitando assim
a mistura. As células foram centrifugadas por 20 minutos a 1.500 rpm a 18 graus
Celsius. Apds a centrifugagdo, as células mononucleares da interfase foram retiradas
novamente, colocadas em um novo tubo falcon e centrifugadas por mais 5 minutos, a

2.000 rpm. O pellet celular foi ressuspendido em 1 ml de PBS. As células foram
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quantificadas e sua viabilidade testada através do uso de uma substancia chamada azul
de trypan'. Esta substincia apresenta uma afinidade maior por proténas do soro do que
proteinas celulares, ou seja, as células ndo vidveis tornam-se coradas de azul. Um total
de 1x10° células vidveis em um volume de 0,2 mL foram transplantadas a prétese de
silicone fixada ao nervo femoral direito previamente transeccionado. O tempo total de
processamento celular das fragdes coletadas foi de aproximadamente 1 hora e 50

minutos.

4.3 Procedimento anestésico

Apés o término do processamento das células, os animais foram novamente
anestesiados para a realizagdo do procedimento cirtrgico. Os pacientes foram pré-
medicados com cloridrato de quetamina (20 mgkg"), midazolan (0,5 mgkg™') e
cloridrato de petidina (5 mg.kg'l) por via intramuscular. Foi realizada tricotomia ampla

de ambos os membros pélvicos e da regido inguinal direita.

O acesso venoso foi realizado pela cateterizagc@o percutinea da veia marginal da
orelha, e objetivou administragcdo fluidoterdpica de 5 ml/kg/h de solucdo de cloreto de

sodio (NaCl) 0,9%, com equipo microgotas.

Na sequéncia, instilou-se 0,1 ml de lidocaina sem vasoconstritor a 1% na regido
da glote e por meio de hiperextensdo atlanto-occipital para facilitar a abertura da
epiglote juntamente com a palpagdo da cartilagem laringea, os animais foram intubados
com sonda traqueal tipo Murphy ndmero 2,5. Procedeu-se entdo, a vaporizacdo de
isoflurano em oxigénio 100% a 2 litros/min para indug¢do e manutencdo do plano
anestésico a 2V% em sistema semi-aberto. Todos os animais receberam enrofloxacina

(Smg.kg'l), por via intravenosa (IV) no momento da inducdo anestésica.

Além disso, foram monitoradas a fraquéncia cardiaca, a frequéncia respiratoria,
a oximetria, a capnografia e a temperatura corporal interna em todos os animais no

Lo . . . )
trans—operatorlo, através de um monitor multlparametrlco .

" Trypan Blue, Acros Organic, Geel — Bélgica.
2 Datex-Ohmeda s/ 5_TM — Finlandia.
3 Medicone — Cachoeirinha, RS.
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4.4. Procedimento cirirgico e transplante das células mononucleares

autdlogas de medula dssea

Com o animal posicionado em dectbito dorsal, realizou-se anti-sepsia da pele
com dalcool-povidine-dlcool e promoveu-se uma incisdo transversal direita iniciando-se
em local correspondente ao ponto médio do ligamento inguinal direito e estendendo-se
ao longo da borda medial do misculo sartério. Realizou-se a incisdo da fascia lata em
forma de T abrangendo a margem falciforme da fossa oval paralela a borda medial do
musculo sartério. Posteriormente, realizou-se a retracio da fascia lata expondo assim, a
artéria e a veia femorais. Fez-se retracdo medial da artéria femoral e incisdo vertical do
folheto profundo da fascia lata, expondo assim o nervo femoral e sua goteira entre os
musculos iliaco e psoas. O nervo femoral foi localizado e liberado de seu leito (Figura
08 A) e em seguida, realizou-se seccdo completa do nervo com tesoura microcirurgica,
criando-se portanto, o defeito nervoso imediatamente antes da bifurcacdo nervosa em

nervo safeno e femoral, sem remocéo de qualquer segmento (Figura 08B e 08C).

Apéds, uma camara siliconada3, cilindrica, oca, medindo 1,5 mm e 2,42 mm de
diametro interno e externo, respectivamente, e 75 mm de comprimento foi fixada com
fio monofilamentar de ndilon 6-0, tranfixando-se o fio primeiramente na regido lateral
direita da por¢do proximal da camara, em seguida tranfixando-se o epineuro e a regido
lateral esquerda do tubo de silicone, para assim finalizar a sutura proximal. O mesmo
procedimento foi realizado no coto distal do mesmo nervo, deixando-se um espago entre

as extremidades nervosas de aproximadamente 5 mm (Figura 08D).

No espago criado entre as extremidades nervosas, o GT, recebeu a fragdo
mononuclear autéloga (1)(106 células), obtida através do aspirado medular em um
volume de 0,2 ml, injetado com seringa de 1 ml e agulha calibre 13x04 cuidadosamente
no interior da abertura distal do tubo de silicone. O GC, recebeu 0,2 ml de solucdo de
NaCl 0,9% (Figura O8E). Durante a sutura dos cotos nervosos, fez-se uso de

microscépio cirdrgico®, com ampliagdo da imagem de 16 vezes (Figura 80F).

3 Medcone — Cachoeirinha, RS.
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Figura 08- Sequéncia do procedimento cirirgico em coelhos submetidos a
seccao completa do nervo femoral direito e adaptacdo de tubo de
silicone para a unido dos cotos. (A) Apds incisdo na regido
inguinal, o nervo femoral foi localizado e liberado de seu
leito. (B) Seccdo do nervo femoral com tesoura microcidrgica antes
de emitir o nervo safeno. (C) Nervo femoral seccionado.
(D) Neurorrafia femoral do coto proximal no tubo de silicone em
padrio isolado simples. (E) Neurorrafia femoral de ambos os cotos
nervosos deixando-os afastados em aproximadamente 5 mm.
(F) Inoculagdo da fracdo mononuclear autéloga de medula 6ssea no
interior da camara.
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4.5 Procedimentos pds-operatorios

Os animais receberam, ao final da cirurgia e nos dois dias subsequentes,
cetoprofeno4 (1,0 mg.kg'1 IM, SID), além de cloridrato de tramadol’ 2,5 mg.kg'1 IM,
SID), durante cinco dias. Foi utilizada, como antibioticoterapia sist€mica, a
enrofloxacina® na dose de 5mg.kg’ IM, SID, durante os primeiros cinco dias de pds-

operatdrio.

Para a limpeza da ferida cirdrgica, foi utilizada a solu¢ao de NaCl a 0,9%, a

cada 24 horas até a cicatrizacao.

4.6 Avaliacao clinica

A partir da data do procedimento cirdrgico (dia zero), os animais foram
avaliados a cada 10 dias, pelo teste de agulhamento da porcdo inervada pelo nervo
femoral a fim de estabelecer (ainda que de forma subjetiva), um padrdo de evolugdo do
nivel sensitivo para os animais de cada grupo e subgrupo de tratamento. Realizou-se
ainda avaliac@o do reflexo patelar e da propriocepcdo consciente de ambos os membros

pélvicos.

A espessura do membro pélvico direito e esquerdo de cada animal operado foi

medida com fita métrica a fim de mensurar a presenca de atrofia muscular.

Todas as avaliacdes clinicas foram realizadas ordenadamente, trés vezes em
cada avaliacdo, fazendo-se uma média das avaliagdes, a afim de reduzir a subjetividade
do teste, sendo realizadas anteriromente ao procedimento cirirgico e no pds-operatdrio
com inervalos de 10 dias (Figura 09). Assim, os animais do grupo 75 dias, foram
avaliados em 7 momentos e os animais do grupo 50 dias, foram avaliados em 3

momentos.

4 Ketofen, Rhodia, Mérieus, Paulinia — SP.
5 Tramadol, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
6 Flotril, Industria Quimica e Farmacéutica Schering-Plough S/A, Rio de Janeiro - RJ
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Figura 09 — Avaliacdo da espessura de ambos 0s membros
pélvicos do coelho por meio de fita métrica.

4.6.1 Avaliacao da marcha

A marcha de cada animal foi avaliada a partir dos dados referidos pelo
examinador em um relatério. A marcha anterior e posterior ao procedimento cirirgico
foi observada em cada animal, sendo a primeira avaliacdo pds-operatéria verificada no
10° dia e as avaliagdes subsequentes verificadas com intervalo de 10 dias. Foram
considerados como referéncia os parimetros estabelecidos para claudicacido em cées por
Anderson et al. (2003), adaptando-se para coelhos, graduandos em graus de zero a cinco

(Tabela 2).

Durante este exame, os animais eram soltos no mesmo ambiente em que estavam
adaptados, onde em uma parte encontrava-se tapete de borracha com 8 metros de

comprimento e a outra parte piso. Os coelhos foram filmados com camera digital7, para

7 Sony Cyber Shot® modelo DSC-T70 8.1 megapixels — Tokyo, Japdo
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posterior reavaliagcdo, caso houvesse necessidade. Além disso, na dltima avaliagdo da
marcha, tingiu-se a regido plantar dos membros pélvicos com tinta t€mpera atdxica,
sendo este teste realizado sobre papel pardo e piso, no intuito de registrar a impregnacdo
da tinta no papel de acordo com o apoio de peso em cada membro. Essa avaliacio foi

realizada sempre pelos mesmos avaliadores.

Tabela 2 — Escores de avaliacdo da claudicacdo de caes descrita por ANDERSON
et al. (2003) e adaptada para coelhos.

Grau de claudicacdo

Grau 0: Normal

Grau I: Suporte do peso com sutil claudicagdo intermitente
Grau II: Suporte do peso com consistente claudicacdo
Grau III: Suporte do peso com claudicacdo marcante

Grau IV: Nio suporta o peso intermitentemente

Grau V: Nio suporta o peso consistentemente

4.7 Avaliacao eletrofisiolégica do nervo femoral

O estudo da condutividade nervosa foi realizado com os animais sob sedacio
dissociativa a base de cetamina (20mg.kg™") e midazolam (0,5 mg.kg’l), ambos por via
IM. Na sequéncia, realizou-se 0 mesmo protocolo anestésico anteriormente citado para

o procedimento cirtrgico.

A velocidade de condug@o nervosa foi avaliada em ambos os membros de 16
coelhos, comparando individualmente o membro operado com o membro contralateral
normal. Sete animais do GC e 9 animais do GT foram submetidos a este exame. Os
estudos da conducdo nervosa foram realizados por neurofisiologistas treinados, sem
acesso aos dados dos pacientes. A partir do dia zero, os animais foram submetidos a este
exame de acordo com as datas das eutandsias, ou seja, aos 50 e 75 dias de poés-

operatorio.
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Com o paciente em decubito dorsal, o nervo femoral foi estimulado
eletricamente por meio da insercdo de agulhas intradérmicas na parte medial da espinha
iliaca, lateral a artéria femoral, a qual foi localizada mediante palpagdo digital (Figura

10).

A intensidade média da corrente elétrica foi de 10 £ 5,2 mA. O potencial de acio
motor ortodromico (CMAP) foi gravado utilizando-se eletrodos superficiais de 2 cm,
orientados longitudinalmente ao longo do misculo vasto medial, na face medial da coxa
(eletrodo ativo), e patela (eletrodo referéncia). Os estimulos tiveram 0,2 ms de duragao,

chegando a 1 Hz a partir de uma voltagem constante da fonte de tensdo.

Os CMAPs foram registrados por meio de pares de eletrodos com disco de 9 mm
de superficie condutora, aplicando-se gel entre o disco e a pele do animal. As respostas
foram gravadas em intervalos de tempo de 10 segundos, com um ganho de 0,2 a 1,0 mV
e uma frequéncia de 0,1 Hz a 0,5 kHz. A laténcia motora, a amplitude, a distancia entre

os eletrodos e a atividade espontanea muscular foram avaliadas bilateralmente.

4.8 Eutanasia

Ao término dos periodos de avaliagdo (50 e 75 dias), todos os animais foram
eutanasiados. Os pacientes foram primeiramente sedados com cloridrato de cetamina
(20 mg.kg’l) associada ao midazolan (0,5 mg.kg'l), ambos por via IM, e em seguida,
administrou-se sobredose de tiopental SédiCOg, IV, até a parada cardiorrespiratoria,
seguindo as normas estipuladas para eutandsias em animais pelo Conselho Federal de

Medicina Veterinaria (CFMV).

8 Tiopental Sédico, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira - SP
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Figura 10 - Posicionamento dos pacientes e eletrodos para a aplicagio
da estimulagdo elétrica do nervo femoral direito (operado),
através da insercdo de agulhas intradémicas lateralmente
a artéria femoral para avaliagdo eletrofisioldgica do nervo.

4.9 Avaliacao macroscopica

Apo6s a eutandsia, o sitio de tubuliza¢do do nervo femoral operado foi avaliado
diretamente quanto a reparagdo do nervo pela existéncia de ponte nervosa entre os
cotos, pela manutencdo envolvendo o tecido nervoso e o tubo nos segmentos neurais
proximais e distais, além da ocorréncia ou ndo dos sinais de infec¢do. Apds a remogao
do segmento nervoso, este foi imerso em solugdo de formalina tamponada a 10% (17
amostras) ou gluraldeido 25% (10 amostras) para ser submetida a avaliacdo histoldgica,

de acordo com a técnica a ser utilizada.

4.10 Avaliacio microscopica

As 17 amostras fixadas em formalina tamponada 10% foram incluidas em
blocos de parafina e clivadas em 3 um de espessura. Posteriormente, para a avaliagdo

microscopica foram coradas pelo método de hematoxilina-eosina (HE).
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A captacdo das imagens foi realizada em microscépio’ com cAmera fotografica

digital acoplada'® e programa de captura de imagens Leica IM50.

Na avaliacdo das amostras coradas com HE levou-se em consideragdo

principalmente a presenca de células inflamatdrias (eosinéfilos), de cAmaras de digestdo

(degeneracdo Walleriana), granulos de hemossiderina e de granulomas ou células

gigantes nas diferentes por¢des nervosas, ou seja, no sitio de regenerag@o e nas porgdes

cranial e caudal a ele.

Para se atribuir pontuacdes através das varidveis observadas, as laminas

histolégicas foram avaliadas de forma seriada, sempre pelo mesmo patologista o qual

desconhecia o grupo a que pertencia o animal. A metodologia de avaliagdo contemplou

diferentes formas de observagdo para as varidveis estudadas, segundo utilizado por

Colomé et al. (2008), conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Metodologia de

avaliacdo das alteracdes encontradas nas laminas

histolégicas coradas com HE, seguindo-se a classificacio de COLOME et

al. (2008).
Variaveis Escore
Presenca 1
Granuloma
Auséncia 0
Eosindfilos Nimero absoluto; contagem de eosindfilos pelo
escaneamento da lamina histoldgica.
Hemossiderina Niimero absoluto; contagem dos focos de hemossiderina

Degeneracao Walleriana

pelo escaneamento da lamina histoldgica.
Estimativa em percentagem (%) do processo de
degeneracdo walleriana pela contagem de cimeras de

digestdo por meio do escaneamento da lamina histoldgica

Leica DMR® — Nova York, EUA.

1%L eica® DFC 500 - Nova York, EUA.
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4.11 Analise estatistica

Ap6s tabulacdo dos dados, realizou-se a andlise estatistica (SPSS versdo 14.0
para Windows), aplicando-se a andlise da varidncia (ANOVA) para medidas repetidas
em relagdo as varidveis: grau de claudicagado, propriocep¢do consciente, reflexo patelar,
sensibilidade local e circunferéncia da coxa. Para as varidveis de amplitude e laténcia,
aplicou-se o teste Mann-Whitney. Considerou-se um nivel de significancia de 5%

(p<0,05) para ambos os testes.
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5 RESULTADOS
5.1 Animais

A utilizagdao de coelhos albinos da raca Nova Zelandia, selecionados para a
realizacdo deste trabalho, mostrou-se adequada para a avaliacdo de regeneracdo do
nervo femoral, além de serem modelos animais de facil manipulagdo e baixo custo de

manutencao.

5.2 Procedimento Anestésico

O protocolo anestésico empregado nos coelhos na coleta do aspirado medular, no
procedimento cirdrgico e na avaliacdo eletrofisiolégica mostrou-se adequado em todos
os animais em todas as fases do experimento, uma vez que ndo ocorreram Obitos,
tampouco intercorréncias em decorréncia da administracio dos farmacos utilizados.

Além disso, todos os animais apresentaram excelente recupercdo anestésica.

A média dos valores da frequéncia cardiaca (FC), da frequéncia respiratoria (FR),

da oximetria e da capnografia, avaliados durante a anestesia, encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Média e Desvio Padrdo das varidveis monitoradas no trans-operatdrio de
coelhos submetidos a seccdo do nervo femoral direito com imediata
neurorrafia através de prétese de silicone.

FC FR Oximetria Capnografia
(batim./min*)  (movim./min*) (%)* (mm/Hg)*
Média 228 38 99 41
Desvio Padrao 22,1 9,4 1,21 8,8

*batim./min. = Batimentos cardiacos por minutos.
*movim./min. = Movimentos respiratérios por minuto.
*(%) = Por cento

*(mm/Hg) = milimetros de mercurio
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5.3 Coleta do aspirado medular

Foi possivel em todos os casos coletar o aspirado medular do timero com o uso
de agulhas hipodérmicas 40x12 acopladas a seringa de 10 ml, heparinizadas e

submetidas a desobstrucdo de sua extremidade com um mandril de catéter nimero 20G.

5.4 Processamento do aspirado medular

Ap6s o processo de separacdo e contagem das células mononucleares presentes
na medula Gssea, obteve-se a quantidade de 1 x 10° células totais para serem
administradas no mesmo paciente. Em quatro animais néo foi possivel a separagdo deste
nimero de células. Assim, tais animais nao receberam a fragcdo mononuclear e foram

transferidos para o GC.

5.5 Procedimento cirdrgico no nervo femoral

O nervo femoral utilizado no modelo experimental mostrou-se adequado para as
avaliagdes pds-operatdrias, sendo que todos os animais apresentaram claudicacdo no
pos-operatorio imediato. Assim, foi possivel a observacdo de sua evolucdo clinica da
lesdo neuroldgica no decorrer dos tempos estipulados. Porém, houve dificuldade para
acessar cirurgicamente o nervo femoral em oito animais. Ainda assim, os procedimentos
cirirgicos foram relativamente rdpidos com duracdo média de 36,28 +13,95 minutos
para o GC e 34,71 £14,63 para o GT (tabela 5). Em um animal do GC, houve a secc¢io
iatrogénica da artéria femoral e apesar de estabilizado o sangramento, este foi retirado
do experimento aos 40 dias de pds-operatdrio por apresentar escoriagdes cutineas

intermitentes na face médio-distal do membro operado, durante o periodo de avaliacio.
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Tabela 5 — Média e Desvio Padrdo da duragdo do procedimento cirdrgico de secgdo
do nervo femoral direito de coelhos com imediata neurorrafia através de
prétese de silicone.

Grupo controle Tempo (min.) Grupo Terapia Tempo (min.)
1C 70 20T 34
2C 42 21T 75
3C 37 22T 40
4C 48 23T 48
5C 30 24T 25
6C 30 25T 21
7C 23 26T 23
8C 40 27T 30
10C 18 30T 25
11C 28 31T 19
12C 25 32T 29
13C 55 33T 40
14C 34 34T 32
15C 28 35T 45
Média 36,28 £ 13,95 34,71 14,63

5.6 Avaliacao Clinica

As avaliacdes clinicas foram realizadas bilateralmente, pelos mesmos
avaliadores, no mesmo local e na seguinte sequéncia: propriocepgao consciente; reflexo
patelar; sensibilidade da face medial da coxa, na regido do quadriceps por agulhamento
e pincamento; mensuracio da circunferéncia da coxa, e grau de claudicacao.

Nos testes estatisticos de ANOVA ndo foram observadas diferencgas estatisticas
entre os grupos GT75 e GC75, GT50 e GC50, nas avaliacdes que envolveram a
propriocepgdo consciente, o reflexo patelar, a sensibilidade local por agulhamento e

pincamento e a circunferéncia da coxa.
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5.6.1 Avaliacdo da marcha

Houve diferenca estatistica com relagdo ao grau de claudicacdo dos animais do
GT com relagdo ao GC, independente de seus tempos de avaliacdo, segundo teste
ANOVA, na primeira (p= 1,15), segunda (p= 1,17) e terceira (p= 1,28) avaliacdes
(tabelas 6 e 7), conforme demonstram os graficos (Figura 12 e 13). Os animais do GT

apresentaram menores graus de claudicacdo nas tr€s primeiras avaliacdes pos-

operatérias (Figura 11).

Figura 11 — Avaliacdo da marcha de coelhos, submetidos a neurotomia e imediata
neurorrafia com prétese de silicone, através do tingimento da regido
plantar dos membros pélvicos. (A) Animal do GT com grau O de
claudicacdo na segunda semana de pés-operatorio. (B) Animal do GC
com grau IV de claudicacdo na segunda semana de pds-operatorio.
Constata-se o apoio desproporcional do membro pélvico direito
operado (seta preta) com relacio ao membro  contralateral.
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Tabela 06 — Avaliacdo em trés momentos (Grupo 50 dias) e em sete momentos (Grupo
75 dias) da propriocepcao consciente direita dos coelhos controle e terapia,
submetidos a neurotomia do nervo femoral direito com imediata
neurorrafia por meio de prétese de silicone.

Animal  Proprioc1* Proprioc2* Proprioc3* Proprioc4* Proprioc5* Proprioc6* Proprioc7”
1C
2C
4C
5C
6C
7C
8C
20T
21T
22T
23T
24T
25T
26T
10C
11C
12C
13C
14C
15C
16C
27T
30T
31T
32T
33T
34T
35T

o
—_
—_
—_
—_
—_
—_

= 2 a0 =22 0,2 000
[ e ™ Bl ™ i = N = =]
I A a0 a0 A4 a4 aa000
[ U o J G G G G G G

- —_— 00+ 424002200~ 0 000~ 000O0OOO
[T G U U e JL G G G G G o, S G G S o JHNE G o S G G G o, ST O o e S o e M o M - )
R GG T G QT G T QT QT U o J L U U G G G G G G Y o T S o R G O o B o Wl e )

® Propriocepg¢ao consciente no 1°, 2°, 3°, 4°, 5° 6° e 7° momentos.
e 1 - Presenca da propriocepcao.
e (- Auséncia da propriocepgdo.
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Tabela 07 — Avaliacdo em trés momentos (Grupo 50 dias) e em sete momentos (Grupo
75 dias) do reflexo patelar direito dos coelhos controle e terapia,
submetidos a neurotomia do nervo femoral direito com imediata
neurorrafia por meio de prétese de silicone.

Reflexo
Reflexo Reflexo Reflexo Reflexo  Reflexo  Reflexo  Patelar
Animal Patelar 1 Patelar2 Patelar 3 Patelar 4 Patelar 5 Patelar 6 7
1C
2C
4C
5C
6C
7C
8C
20T
21T
22T
23T
24T
25T
26T
10C
11C
12C
13C
14C
15C
16C
27T
30T
31T
32T
33T
34T
35T

o
o
o
o
o
o

T OO0 00 20 —~0000O0O0o
T OO0 00 20—+ 0000O0O0
1T O 000 20 —~0000O0O0o
T OO0 o0 o0 20—+~ 00 —+000O0

[=NeNelNeNolNoNeNelNeoNeNololNolNolNelNeNeoNolNoNol el lNolNolNolNol
O OO 0000000000000 O0O~~0 ~r~000O0OOO
O -2 0 2 0000000000000 —+rT0 000 0CO0OCO

e | —Presenca do Reflexo Patelar direito

e (0 — Auséncia do Reflexo Patelar direito
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Tabela 08 — Avaliacdo em trés momentos (Grupo 50 dias) e em sete momentos (Grupo
75 dias) da sensibilidade da regido do quadriceps direito dos coelhos
controle e terapia, submetidos a neurotomia do nervo femoral direito com
imediata neurorrafia por meio de prétese de silicone.

Sensibil.* Sensibil.* Sensibil.* Sensibil.* Sensibil.* Sensibil.* Sensibil.*
Animal  Agulha1 Agulha2 Agulha3 Agulha4 Agulhab5 Agulha6 Agulha7
1C* 0 0 0 0 0 0 0
2C
4C
5C
6C
7C
8C
20T
21T
22T
23T
24T
25T
26T
10C
11C
12C
13C
14C
15C
16C
27T
30T
31T
32T
33T
34T
35T

[ G G G U T U T U T U G O o T S o QS S
[ G G GG G G G T G G G O o T 8
_ A a4 A a4 a a a aa000
JEAT G (T (T U U (T U U G i O e R

- 0O -4 -0+ 24 24 00000000000+ = 2000 =
SO o JIE G G o, TR G G O s T e I e T @ T J QU Uy o, Y qn JRNSE Y o JNIE G G G Y o, ST U o 'Y
JET G U G U o T G Gl G o, S G G G o T G G o, S G G o Y T G G G o Y G g R S

¢ Sensibilidade local por Agulhamento
e 1 —Presenca de sensibilidade local.

e (- Auséncia de sensibilidade local.
e (- Controle

e T - Terapia
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Tabela 09 — Média e respectivos desvio padrdo da avaliagio em quatro momentos
(Grupo 50 dias) e em sete momentos (Grupo 75 dias) da circunferéncia da
coxa dos coelhos controle, submetidos a neurotomia do nervo femoral
direito com imediata neurorrafia por meio de prétese de silicone.

Cincunf.1* Circunt.2 Circunt.3 Circunf.4 Circunt.5 Circunt.6 Circunt.7

Animal (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
1C 14,5 16 16 21 18 19 19
2C 14,5 17 18 19 18 19 20
4C 16 17 18 17,5 16 16 16
5C 15,5 16 15 18 18 18 18
6C 17 18 17 17 17 18 18
7C 18 18 17 17 17 17 17
8C 15 17 15 15 20 20 20
10C 17 16 17 17 - - -
11C 15,5 17 16 16 - - -
12C 20 22 22 18 - - -
13C 17 20 20 19 - - -
14C 17 17 17 16 - - -
15C 16 16 17 18 - - -
16C 17 17 17 17 - - -

Média e

Desvio

Padrdo 16,42 +1,48 17,43+1,69 1728 +1,85 17,53+1,49 17,71+1,25 18,14 +1,34 18,28 +1,49
* Circunferéncia da coxa avaliada no pré-operatorio.

Tabela 10 — Média e respectivo desvio padrdo da avaliacdo de quatro momentos (Grupo
50 dias) e de sete momentos (Grupo 75 dias) da circunferéncia da coxa dos coelhos do
grupo terapia, submetidos a neurotomia do nervo femoral direito com imediata
neurorrafia por meio de prétese de silicone.

Cincunf.1* Circunt.2 Circunt.3 Circunf.4 Circunt.5 Circunt.6 Circunt.7

Animal (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
20T 17 16 20 20 20 20 20
21T 18 20 20 20 20 20 20
22T 15 18 18 16 16 16 16
23T 17 20 20 20 20 20 20
24T 18 20 19,5 19 20 20 20
25T 20 20 20 18,5 18 18 18
26T 18 20 17 18 18 18 18
27T 20 20 20 18 - - -
30T 18 20 20 18 - - -
31T 18 18 18 16 - - -
32T 20 20,5 21 20 - - -
33T 20 20 20 18 - - -
34T 18 21 20 19 - - -
35T 19 19 20 20,5 - - -

Média e

Desvio

Padrdo 18,28 +1,44 19,46 +1,30 19,53 +1,08 18,64 +1,43 18,85+1,57 18,85+1,57 18,85 +1,57

* Circunferéncia da coxa avaliada no pré-operatorio.
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Tabela 11 — Escores da marcha dos coelhos submetidos a neurotomia do nervo femoral com
imediata neurorrafia através de prétese de silicone, avaliados em sete e trés
momentos com intervalos de 10 dias, e pertencentes ao Grupo Controle.

Animal Marcha 1 Marcha 2 Marcha 3 Marcha 4 Marcha 5 Marcha 6 Marcha 7

1C 1 0 0
2C
4C
5C
6C
7C
8C
10C
11C
12C
13C
14C
15C
16C
Médias e
Desvio
Padrdo 2,78+0,97 214+123 186+1,23 15741183 157+1,13 1,14 10,89 1 +1
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Tabela 12 — Escores da marcha dos coelhos submetidos a neurotomia do nervo femoral com
imediata neurorrafia através de protese de silicone, avaliados em sete e trés
momentos com intervalos de 10 dias, e pertencentes ao Grupo Terapia.

Animal Marcha 1 Marcha 2 Marcha 3 Marcha 4 Marcha 5 Marcha 6 Marcha 7

20T
21T
22T
23T
24T
25T
26T
27T
30T
31T
32T
33T
34T
35T

—
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o
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Médias e
Desvio
Padrago 1,92+144 1,71 +138 1,21 +1,42 0,57+1,33 0,57 +1,33 0,57+1,33 0,57 £1,33
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Figura 12 — Demonstragdo grafica do grau de claudicag¢@o dos animais pertencentes
ao grupo terapia e ao grupo controle eutanasiados aos 75 dias.
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Figura 13 - Médias dos escores das claudicacdes dos animais deste

experimento, avaliados a cada 10 dias.
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5.7 Avaliacao Eletrofisiologica

A técnica utilizada para a avaliagcdo eletrofisioldgica, no presente trabalho,
mostrou-se eficaz em todos os pacientes submetidos a este exame. Destes, seis animais
pertenciam ao GT75 e quatro animais pertenciam ao GC75, dois do GT50 e trés do

GC50, totalizando 16 animais avaliados.

Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos GT e GC avaliados

pelo teste Mann-Whitney (Figura 14).

As médias das amplitudes e laténcias, do membro saudavel e o operado, tanto do

GT quanto do GC encontram-se nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13 — Comparagado dos valores médios e respectivos desvios padrdes, de laténcia
e amplitude do nervo femoral sauddvel em comparagdo com o nervo
femoral operado dos animais do Grupo Controle 50 dias de pods-

operatorio.
Laténcia (ms) Amplitude (mV)
Nervo sadio do Grupo Terapia 1,34 +£0,13 10,96 + 1,75
Nervo operado do Grupo Terapia 1,52 +0,19 6,33 £5,60
n=3 p<0,05

Tabela 14 — Comparagado dos valores médios e respectivos desvios padrdes, de laténcia
e amplitude do nervo femoral sauddvel em comparagdo com o nervo
femoral operado dos animais do Grupo Terapia 50 dias de pds-operatdrio.

Laténcia (ms) Amplitude (mV)
Nervo sadio do Grupo Controle 1,55+0,43 11,75 £ 2,33
Nervo operado do Grupo Controle 1,48 +0,19 2,58 +2,34

n=2 p<0,05
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Tabela 15 — Comparagado dos valores médios e respectivos desvios padrdes, de laténcia
e amplitude do nervo femoral sauddvel em comparagdo com o nervo
femoral operado dos animais do Grupo Controle 75 dias de pds-operatério

Laténcia (ms) Amplitude (mV)
Nervo sadio do Grupo Controle 1,39 +0,14 9,56 +4,82
Nervo operado do Grupo Controle 1,90 £ 0,53 1,97 £ 1,36

n=4 p<0,05

Tabela 16 — Comparagao dos valores médios e respectivos desvios padrdes, de laténcia
e amplitude do nervo femoral sauddvel em comparacdo com o nervo
femoral operado dos animais do Grupo Terapia 75 dias de pds-operatério

Laténcia (ms) Amplitude (mV)
Nervo sadio do Grupo Terapia 1,41 £0,53 10,39 + 3,39
Nervo operado do Grupo Terapia 2,80+ 1,82 3,85 +3,01

n=7 p<0,05
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Controle 50 dias Terapia Celular 50 dias
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Figura 14 -Andlise grifica da eletrofisiologia de ambos os membros pélvicos
dos coelhos controle e terapia submetidos a neurotomia com imediata
neurorrafia do nervo femoral direito, através de prétese de silicone e
avaliados aos 50 e 75 dias de pds-operatério.(A) Membro sadio com
amplitude de 12,3mV e laténcia de 1,32ms. Membro operado com
amplitude de 2,92mV e laténcia de 1,52ms. (B) Membro sadio com
amplitude de 10,ImV e laténcia de 1,24ms. Membro operado com
amplitude de 0,92mV e laténcia de 1,62ms. (C) Membro sadio com
amplitude de 5,5mV e laténcia de 1,28ms. Membro operado com amplitude
de 0,83mV e laténcia de 1,88ms. (D) Membro sadio com amplitude de 6,2
mV e laténcia de 1,22ms. Membro operado com amplitude de 2,24mV e
laténcia de 1,36ms.

5.8 Avaliacao macroscépica

Apoés a eutandsia, fez-se a avaliacdo direta do sitio de tubulizagdo do nervo
femoral operado. Constatou-se a viabilidade da técnica cirdrgica, uma vez que todos os
animais, de ambos os grupos e nos diferentes tempos de avaliacdo, apresentaram ponte
nervosa entre os cotos seccionados. Nao foram constatadas deiscéncias da sutura de
fixacdo da prétese de silicone ao nervo, tampouco a presenca de infec¢do nos animais

(Figura 15).
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Figura 15 - Avaliacdo macroscépica do sitio da tubuliza¢do do nervo

femoral direito de coelhos apds aposicdo das
extremidades seccionadas com um tubo de silicone.
Observacdo da formacdo de ponte entre o0s cotos
nervosos seccionados e aposicionados por meio da
técnica de tubulizacdo. (A) Nervo femoral tubulizado
e coletado aos 50 dias. (B) Nervo femoral tubulizado
e coletado aos 75 dias. (C) Aspecto da regenera¢do do
nervo femoral apés remocdo da prétese de silicone.
Nervo coletado aos 75 dias pds-operatéria. (D) Sitio da
tubulizacdo do nervo femoral. A regido proximal foi
tingida com tinta preta para sua identificacio no
momento da leitura das laminas.
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5.9 Avaliacao microscopica

Dos 27 nervos coletados para a avaliacdo microscopica, 17 deles foram
fixados em formol e 10 foram fixados em glutaraldeido para posterior processamento
de diferentes técnicas: hematoxilina-eosina (HE) e microscopia eletrénica de

transmissdo, respectivamente.

Os resultados das andlises de microscopia eletrdnica serdo apresentados com a

continuidade deste estudo.

Dos 17 segmentos processados e corados pela técnica de HE, cinco perteciam

ao GC50 e quatro ao GT50; quatro ao GC75 e quatro ao GT75.

Todas as amostras, de uma forma geral, apresentaram excelente organizagdo
das fibras nervosas, com pouca ou nenhuma degeneragdo Walleriana na porcao distal do
segmento regenerado (Figura 16A), com pouca ou sem reagdo inflamatéria (Figura 16B
e 16C) e/ou deposicdo de hemossiderina (Figura 16D), apresentando rara presenca de

granuloma.

Em média, o grupo 50 dias, apresentou mais degeneracdo Walleriana quando
comparado ao grupo 75 dias; porém, sem significincia estatistica entre controle e
terapia, tampouco entre os diferentes periodos de avaliagdo (50 e 75 dias). Dois animais
do GTS50 e um do GCS50 apresentaram hemorragia recente nas andlises das seccdes dos

tecidos, observadas através da presenca dos granulos de hemossiderina.

As tabelas 17 e 18 apresentam os resultados das varidveis degeneracdo
Walleriana, presenca de granuloma, hemossiderina e de eosinéfilos de cada paciente

avaliado.
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Tabela 17 — Avaliacdo das diferentes varidveis (degeneragdo Walleriana, e presenca de
granuloma, hemossiderina e de eosindfilos), observados nos animais
submetidos a neurotomia com imediata neurorrafia do nervo femoral
direito eutanasiados aos 50 dias de pés-operatorio.

Degeneracao Walleriana Granuloma Hemossiderina Eosinoéfilos
Animais
Terco Terco distal
proximal
10C 5% 50% 0 0 0
11C 0% 20% 1 0 0
12C 0% 10% 0 0 3
14C 10% 50% 0 0 10
15C 0% 5% 1 0 0
32T 0% 50% 0 0 0
33T 0% 10% 1 2 0
34T 0% 0% 0 0 0
35T 5% 0% 0 0 0
Média 2% 22% 0,33 0,22 1,44
Desvio 0,03 0,22 0,5 0,66 3,35
Padrao

Tabela 18 — Avaliacio das diferentes  varidveis (degeneracdo Walleriana,
e presenca de granuloma, hemossiderina e de eosinéfilos), observados
nos animais submetidos a neurotomia com imediata neurorrafia do
nervo femoral direito eutanasiados aos 75 dias de pds-operatdrio.

Animais Degeneracio Walleriana Granuloma Hemossiderina Eosinofilos
Terco Terco distal
proximal
1C 0% 0% 0 0 Eosindéfilo (1)
Plasmocitos (1)
2C 0% 0% 0 0 0
4C 0% 0% 0 0 0
5C 5% 0% 0 0 0
20T 0% 0% 0 0 0
21T 0% 20% 0 0 0
22T 0% 2% 0 0 0
23T 0% 0% 0 0 0
Média 1% 3% 0 0 0,25
Desvio 0,01 0,07 0 0 0,70

Padrao
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Figura 16 — Tecidos neuronais de coelhos submetidos a neurotomia com imediata
neurorrafia do nervo femoral direito, corados pela técnica de Hematoxilina-
eosina. (A) Vis@o geral da lamina, fibras regenerando bem. (B) Reacio
inflamatoria. A seta preta indica a presenca de eosindfilos e a seta branca
indica a presenca de um plasmécito. (C) Granulos de hemossiderina
indicados pela seta preta. (D) Leve reagdo granulomatosa ao redor do
orificio por onde passou o fio de sutura. Barra 100um.
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6 DISCUSSAO

O modelo experimental de defeito agudo no nervo femoral de coelhos com
imediata neurorrafia através de tubo de silicone apresentado neste estudo, representou
um método adequado para a avaliacdo da regeneracdo nervosa periférica através de

vérias andlises clinicas, eletrofisioldgicas e histoldgicas.

De acordo com Ignatiadis et al. (2007) a escolha apropriada do modelo animal é
crucial em pesquisas experimentais de lesdes nervosas. No presente estudo, a utilizacdo
de coelhos representou uma reducdo de custos com a manutengdo e facil manipulacéo
quando comparados a outros animais de laboratério, uma vez que o uso de ratos ou
camundongos necessitaria fio de sutura e tubo de silicone com calibres menores, 0s
quais apresentam valores significativamente maiores. Estes dados, estdo de acordo com
Colomé et al. (2008) e Gomes (2008), os quais relatam baixo custo com a manutencio

de coelhos experimentais.

A proposta inicial seria de utilizar o nervo tibial direito de coelhos pelo seu fécil
acesso cirdrgico. Porém, em um estudo piloto realizado pelos mesmos pesquisadores do
presente estudo, ndo foram observadas claudica¢des consistentes no pds-operatdrio, o
que impossibilitaria a avaliacdo e o acompanhamento da evolucdo clinica dos animais.
Estes dados vdo ao encontro dos referidos por Colomé et al (2008), os quais ndo
puderam observar a claudicacio pds-operatdria em lesdes experimentais do nervo tibial
de coelhos. Além disso, no nervo tibial houve maior dificuldade de registrar os
estimulos realizados na avaliagdo eletrofisioldgica. Isto € justificado pelo fato do nervo
tibial inervar os musculos flexores os quais promovem pobre cobertura muscular na
regido da tibia (GUSMAO, 2003). Pelo fato dos eletrodos utilizados serem de uso
humano, consequentemente de maior didmetro, ndo foi possivel registrar os estimulos

elétricos do nervo em questao.

A utilizacdo de coelhos permitiu a coleta de células autélogas de medula dssea,
evitando-se assim o risco de reacdes imunoldgicas e, consequentemente, rejei¢io destas
pelo organismo, o que ocorre ao utilizar células heterélogas (HU et al., 2007; GOMES,
2008). Por todas estas razdes, optou-se pela utilizacdo de coelhos Nova Zelandia albinos

(Oryctolagus cuniculus) a semelhanca de varios outros pesquisadores nesta drea
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(IGNATIADIS et al., 2007; SANDRINI et al., 2007; WANG et al., 2007; COLOME et
al., 2008; ZHANG et al., 2008).

A escolha de dois tempos de avaliag@o, 50 e 75 dias objetivou o acompanhamento
da regeneracdo do nervo em questdo, extrapolando os referidos por Colomé et al. (2008)
0s quais avaliaram os animais 30 dias ap6s o procedimento cirdrgico, porém estio de
acordo com Ignatiadis et al. (2007), os quais realizaram avaliagdes seriadas aos 21, 42 e

91 dias com o mesmo intuito do presente experimento.

No que diz respeito a anestesia de coelhos, Fonseca et al. (1996) afirmaram que

7

dentre os animais de laboratério, esta espécie € considerada como a mais dificil de
anestesiar, devido a sua instabilidade dose-efeito aos agentes anestésicos comumente
utilizados, bem como estreita margem de seguranca entre o plano anestésico e a morte.
Neste estudo, esta dificuldade foi superada pela experi€ncia pessoal dos anestesistas
com esta espécie. Além disso, foi utilizada a anestesia inalatéria com isoflurano para a
manutencdo do plano cirtirgico dos animais, sendo esta técnica considerada como

método de escolha para coelhos, por permitir controle preciso do plano anestésico e boa

recuperagio.

A cetamina foi adicionada ao protocolo devido ao seu efeito anestésico, anti-
hiperalgésico e anti-alodinico comprovados em modelos de dor neuropdtica
(RODRIGUEZ, 2003). A combina¢do desta com midazolam e cloridrato de petidina
promoveu ainda relaxamento muscular e potencializacdo da analgesia durante o trans-

operatério (TRINDADE et al., 2008).

Os principios gerais de monitorizagdo e controle das fungdes vitais durante a
anestesia no coelho se assemelham com as do homem, sendo de especial importancia o
controle de diversos parametros, tais como frequéncia respiratdria e cardiaca, oximetria
e capnografia, constituindo assim indices importantes que determinam o plano
cirirgico-anestésico. Por este motivo, estas varidveis foram monitoradas constantemente
durante o trans-operatério dos animais estudados. A frequéncia cardiaca média e
respiratdria manteve-se dentro dos limites fisioldgicos para a espécie. Segundo Fonseca
et al. (1996), a frequéncia cardiaca normal no coelho apresenta-se em 220 a 230
batimentos por minutos e a respiratoria em torno de 32 a 60 movimentos respiratdrios

por minuto.
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A oximetria permite monitorizac¢do continua e ndo invasiva da saturacdo parcial de
oxigénio (psO;) que expressa a relacdo entre oxiemoglobina (cO,Hb) e
desoxiemoglobina (cHb). J4 a capnografia, avalia a ventilacdo alveolar, através da
determinagdo da pressdo parcial CO, sanguineo (PaCQO,), tendo grande importancia para
a assisténcia ventilatéria e na dire¢do de complica¢des relacionadas com a mesma
(NUNES; TERZI, 1999). Assim, o que foi buscado avaliando estas varidveis nos
pacientes do presente experimento, foi garantir niveis adequados de oxigénio no sangue
arterial através de uma ventilacio adequada, com intuito de evitar hipdxia tecidual e

consequentemente morte dos animais.

A coleta do aspirado medular realizada a partir do tubérculo maior do imero estd
de acordo com Grindem et al. (2002), Zago (2006) e Colomé et al. (2008) os quais
citaram essa regido como local passivel de coleta de amostras medulares. Além disso,
este local foi importante para evitar interferéncia do traumatismo da coleta na avaliacio

da claudicagao.

O volume de 5 ml para a separacdo de 1x10° células foi alcancado em todos os
animais e facilitado pela desobstrucdo da agulha 40x12 mm com um mandril de catéter
20G. Diferentemente dos dados referidos por Colomé et al. (2008) e Gomes et al
(2008), que utilizaram 2 ml para a obten¢gdo do mesmo nimero de células. No presente
estudo, optou-se por coletar um volume maior pelo fato dos animais apresentarem
teores aumentados de gordura no aspirado medular, verificada apds o processo de
centrifugacdo, o que dificultava a separacdo de 1x10° células. Isto justifica a ndo

obtencdo do nimero de células almejado em quatro animais.

Apesar do nervo femoral apresentar caracteristicas clinicas inerentes quando
lesionado, a avaliagdo neurolégica dos animais estudados apresentou um grau elevado
de dificuldade para a sua realizacdo, uma vez que alguns animais ndo apresentavam
respostas aos estimulos realizados. Isto pode ser justificado pelo fato destes animais
serem presas na natureza, tornando-se estressados com facilidade, mantendo-se muitas
vezes inquietos ou estaticos durante a realizacdo do exame clinico, conforme os dados

referidos por Verneau et al. (2007).

O acesso cirdrgico também apresentou algumas dificuldades devido a topografia

do nervo femoral, associado a estruturas delicadas e importantes préximas a ele como
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artéria e veia femorais, € artéria e veia iliacas externas (GUSMAO, 2003). Estas
estruturas tornam a regido femoral um local passivel de lesdes iatrogénicas (SMEAK,
2007). As lesdes cutineas intermitentes na face médio-distal do membro operado de um
coelho do presente estudo, sdo justificadas pelo fato de que a obstrugdo, mesmo que
parcial da artéria femoral deste animal, prejudicou a irrigacdo da regido distal do
membro pélvico, incluindo a pele do animal. De acordo com Gusmao (2003), a artéria
femoral fornece o principal suprimento arterial para 0 membro pélvico. E a responsavel
por suprir o trigono femoral através das artérias circunflexas femorais a musculatura

antero-medial da coxa e que nutrem a musculatura do jarrete.

A andlise da marcha € importante para descrever as avaliacdes de formas de
locomocao como o andar e o correr (ARAUJO et al., 2009). O modo de andar dos
animais é examinado neurologicamente pela resisténcia e coordenagdo (CHRISMAN,
1985). Portanto, esta andlise nos animais do presente estudo, apesar de subjetiva,
apresentou grande importincia, pois permitiu observar e comparar a evolugao clinica do
grupo terapia com o grupo controle. Além disso, foi realizada sempre pelo mesmo
avaliador com intuito de diminuir a subjetividade deste teste. Para a obtencdo destes
dados, alguns animais também permaneciam estdticos durante o exame, justificado pela
condicdo etoldgica do coelho, de serem presas na natureza e a maneira estética significa
um sinal de defesa para que passem despercebidos pelos seus predadores (VERNEAU
et al., 2007). Ainda, o coelho apresenta caracteristicas inerentes da espécie durante a
marcha, o que o diferencia grandemente das outras espécies. Fato observado com
clareza nos animais do presente estudo. Os coelhos, apresentam movimentos flexores da
regido plantar e dorsal sem movimentar, conjuntamente, a articulacio tibio-talar, o que
permite um grande nimero de movimentos. No entanto, a regifo subtalar ndo permite a
eversdo e inversao do pé. Isto se justifica no fato do coelho necessitar a flexdo da regido
plantar e dorsal do pé para saltar, caso contrario, lesionaria 0 membro a0 movimentar-
se. Portanto, o coelho nio pronata nem supina o pé de modo que ndo ha movimentos no

calcaneo.

Estes animais, sdo considerados plantigrados e apresentam menores metatarsos e
pernas mais curtas. Os membros ficam afastados com sua postura plantigrada porque
usam o salto para movimentarem-se. Pelo fato do coelho néo ter digitos fusionados para

aumentar o tamanho do membro e dura¢do de movimentos, ele aumenta o seu passo em
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comprimento, aumentando a forca com que pode empurrar o chédo e o grau que flexiona
e estende a coluna vertebral. O coelho pode usar uma forca extra para empurrar o chéo,
ja que durante o salto, o sistema muscular de ambos os membros pélvicos estedem-se
simultaneamente (WEIL, 2002). Estas caracteristicas justificam a utilizacdo da
impregnacdo de tinta da regido plantar dos membros pélvicos para avaliar a claudicacdo
dos animais estudados uma vez que, por empurrarem o chdo com bastante forca para
realizar o salto, ambos os membros tingidos deveriam deixar marcas bem definidas no
solo. Apesar de representar um dado complementar para a avaliagdo da marcha dos

coelhos, ndo foram encontrados relatos na literatura que utilizem esta técnica.

A utilizacdo de cameras de video, eletroneuromiografia e a avaliacdo subjetiva
do grau de claudicag¢do pos-operatdrio foi realizada para a avaliagdo da recuperacdo
funcional do nervo femoral operado de diversas maneiras, estando de acordo com
Aragjo et al. (2009), os quais relataram que a constante evolugdo nos métodos e técnicas
de medi¢do da marcha disponibilizadas pelo avanco tecnoldgico, permite o acesso a
diferentes comportamentos do sistema locomotor, de forma mais precisa e com maior
rapidez. A utilizacdo conjunta de cameras de video, plataformas de forcas e
eletromidgrafos com o intuito de caracterizar a locomogdo quantitativamente vem se
tornando cada vez mais frequente, constituindo-se em um sistema para avaliacdes de
alteracdes na marcha e evolugdo de varios tipos de tratamento. Portanto, apenas a
dinamometria ndo foi incluida na avaliacdo da claudicacdo dos animais estudados. Esta,
que envolve todas as medidas de forca e pressdo, sendo que as mensurdveis sdo as
forcas externas, dentre as quais destaca-se a forca de reacdo ao solo. Esta forga, é
calculada através de plataformas ou placas de for¢a que fornecem a forca de reacdo ao
solo na superficie de contato durante a fase de apoio do movimento sendo representada
sob a forma de vetores em funcdo do tempo (FILIPPIN; BONAMIGO, 2003). Devido a
estas caracteristicas, seria fundamental a utilizacdo de placas de for¢a para uma
avaliacdo mais precisa da marcha dos animais operados; porém, a falta deste

equipamento impossibilitou a inclusdo desta andlise no presente estudo.

A técnica utilizada para a eletroneuromiografia nos 15 animais avaliados
mostrou-se eficaz, uma vez que foi possivel obter uma padronizacdo dos valores basais
nos membros pélvicos ndo operados dos coelhos, além de permitir uma comparacio

individual entre membro operado e ndo operado. Apesar disso, ndo foram obtidas
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diferencas estatisticas entre os animais do GT e GC devido ao pequeno intervalo de

tempo entre os animais avaliados aos 50 e 75 dias de pés-operatorio.

Todos os animais que receberam terapia celular, independente do tempo de
avaliacdo (GT50 e GT75), apresentaram significativamente melhor qualidade da
deambulagdo com graus menores de claudicacdo na primeira, segunda e terceira
semanas de pds-operatorio quando comparados aos animais controles.  Estes  dados
estdo de acordo com os encontrados por Braga-Silva et al. (2006), os quais em um
estudo com ratos demonstraram que a performance funcional avaliada pelo teste da
marcha nos animais tratados com células-tronco de medula 6ssea foi significativamente

melhor do que nos demais grupos.

Virios estudos, demonstram que a terapia celular apresenta vantagens na
regeneracdo neural, quando comparados aos individuos que ndo a receberam
(DEZAWA et al., 2001; CHEN et al., 2007; HU et al., 2007), sugerindo que as células-
tronco atraem fatores neurotéficos, promovendo microambiente adequado
precocemente, contribuindo para a aceleragdo da regeneracdo nervosa (CHEN et al.,

2007).

Adicionalmente, a andlise morfométrica individual do didmetro da fibra nervosa
usando a seccdo das fibras € normalmente utilizado para verificar mielinizagdo. Além
disso, a verificagdo do aumento no nimero de axdnios na por¢ao central da regeneracdo
nervosa se constitui numa importante forma de qualificar a regenera¢do nervosa
(CHEN et al., 2007). Estes dados poderdao ser avaliados detalhadamente através da
microscopia eletronica de transmissdo a qual serd realizada posteriormente nas dez

amostras de nervos fixadas em glutaraldeido.

No presente estudo, foi possivel realizar como técnica histoldgica, apenas a
coloracdo de hematoxina-eosina em 17 amostras devido a indisponibilidade de outras
técnicas, porém permanece a expectativa para que sejam executadas outras técnicas
posteriormente. Destas amostras, nove eram de animais do GC e oito pertencentes ao
GT. Todos os animais apresentaram fibras nervosas orientadas e bem organizadas com
pouca ou nenhuma degeneragdo Walleriana, com pouca reacdo inflamatéria e sem a
presencga de granulomas. N@o havendo diferencas significativas nas varidveis estudadas

histologicamente.
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Estes resultados podem ser justificados pelo fato de que o procedimento cirtirgico
foi realizado cuidadosamente, com magnificagdo de imagem, evitando-se manipulacéo
dos cotos seccionados, estando de acordo com Gibson; Daniloff (1989), os quais
relataram que a técnica de tubulacdo reduz a manipulagdo do nervo e quantidade de
material de sutura introduzido no local de anastomose, o que favorece a orientacdo dos
axonios em direcdo ao coto distal do nervo. Além disso, as bainhas também tém a
vantagem de permitir a concentragdo dos fatores neurotréficos, os quais favorecem o

brotamento axonal e, consequentemente, a regeneracdo do nervo (FLANAGAN, 1999).

A presenca de hemossiderina observada na andlise histopatoldgica de alguns
animais significam hemorragia recente, justificada devido a lesdo iatrogénica de vasos
préximos ao nervo no momento da coleta do material, pois a hemossiderina é um
pigmento resultante da degradacdo da hemoglobina, que contém o elemento ferro em
sua constitui¢do e, assim como a ferritina podem se depositar excessivamente nos
tecidos de forma localizada ou sistémica. A forma localizada é encontrada nas

hemorragias onde se observa a hemossiderina dentro dos macréfagos adjacentes

algumas horas ap6s o inicio do sangramento (COSTA-VAL et al., 2006).

A presenca de eosindfilos e plamdcitos apenas em dois animais do grupo controle,
estd de acordo com dados encontrados por Colomé et al. (2008), os quais relataram
maior quantidade no grupo controle. Estes autores justificam este achado devido ao fato
de que animais que receberam terapia celular apresentam uma velocidade de resolucdo
da resposta imune a qual facilita a remocdo de fragmentos mielinicos e axonais,
favorecendo a producdo de fatores neurotréficos, os quais beneficiam a regeneracdo
axonal. Portanto, a producdo da resposta imune no grupo tratado estaria em declinio ou

cessada no momento da avaliagdo.

Macroscopicamente, todos os animais apresentaram tecido de regeneracdo
interligando ambos os cotos nervosos, ndo havendo diferencas estatisticas entre os
grupos, justificados pelo fato das cirurgias terem sido realizadas respeitando os
principios das técnicas micro e neurocirdrgicas. Estes resultados, se assemelham aos
encontrados por Colomé et al (2008), Chen et al (2007) e Braga-Silva et al. (2006). Os
dados histologicos conferem com o grau de claudicacio avaliados em todos os animais,
uma vez que na Ultima avaliacdo todos os pacientes apresentaram baixos indices de

claudicacdo. Porém, contrariam os achados eletrofisiol6gicos.



96

Na avaliagdo eletrofisioldgica, o potencial de acdo é verificado quanto a uma série
de parametros, incluindo amplitude, duracdo, area, morfologia e laténcia, sendo esta
ultima, importante para determinar a velocidade de condugdo nervosa (FERREIRA,
1998). Dados estes, avaliados neste trabalho. A amplitude é uma estimativa do nimero
de fibras musculares ativadas pela estimulagdo nervosa, ou seja, representa o nimero de
axonios de disparo sincronico. Ja a laténcia no estudo de um nervo motor consiste do
tempo de condugdo nervosa do ponto do estimulo ao término do nervo, ou seja
representa alteragdes ou nao na bainha de mielina (FERREIRA, 1998; CUDDON et al.,
2007). Os resultados sugerem que no presente experimento, a redu¢do da amplitude e
aumento da laténcia, representaram lesdo axonal e lesdo na bainha de mielinha em todos

0s animais avaliados.

Estes dados, contrariam os encontrados por Braga-Silva et al. (2006) e Hu et al.
(2007), os quais encontraram resultados -eletrofisiolégicos compativeis com a
regeneracdo axonal e mielinica. Porém, estdo de acordo com os encontrados por Chen et
al (2007) e Sandrini et al. (2007), os quais ndo encontraram correlagdo significativa
entre a velocidade de condugdo nervosa pds-operatéria e o nuimero de axonios
regenerados. Neste sentido, os dados da microscopia eletronica de transmissdo, que
serdo realizados posteriormente, poderdo direcionar e justificar melhor os resultados

encontrados.

Pelo fato de desconhecerem-se mecanismos de diferenciagdo das células
mononucleares, acredita-se que a terapia celular influenciou beneficamente os estagios
iniciais da regenerac@o neural, uma vez que os animais tratados apresentaram melhores

escores iniciais no que diz respeito ao grau de claudicagdo.

Também, € citado na literatura que a velocidade de regeneracdo nervosa em
animais pode atingir até 4 mm por dia (SEIM III, 2005), diferentemente da velocidade
de regeneracdo neural em humanos o qual atinge em média 1 mm por dia (MATTAR Jr;
AZZE, 2008). Por esses motivos, sdo importantes avaliacdes histoldgicas mais precoces,
ou seja, com menos dias de pés-operatdrio, afim de avaliar a influéncia da terapia

celular na organizagdo inicial da regeneracao.
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Ainda, por tratar-se de uma terapia em parte inovadora, muitos estudos necessitam
ser realizados e, consequentemente, novas técnicas de avaliacdo também devem ser

empregadas.

7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a técnica de
tubulizacdo em coelhos, tratados ou ndo com células autdlogas de medula dssea
promove regeneragdo neural, com aproximacdo dos cotos nervosos num periodo igual

ou inferior a 50 dias de p6s-operatorio.

Os animais que receberam a terapia celular, apresentam melhores escores
funcionais nos que diz respeito a marcha, com baixos graus de claudicacdo

estatisticamente significativos nas trés primeiras avaliacdes.

Na eletrofisiologia nervosa, observaram-se lesdo axonal e na bainha de mielina
constatadas através da diminui¢do da amplitude e aumento na laténcia, sem diferencas
estatisticas entre GT e GC, ndo havendo correlacdo entre resultados clinicos e

eletrofisiologicos.
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