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Resumo

Na clinica, a recuperagéo funcional que se segue a uma lesdo nervosa raramente € atingida
na sua totalidade. A reinervacdo, quer motora, quer sensitiva, ocorre geralmente com maior ou menor
deficit. Interessa, entdo, identificar os factores que podem interferir na regeneracao nervosa.

O neurdnio é a unidade anatémica fundamental do sistema nervoso periférico e € muito
vulneravel a isquemia pela grande distancia que existe entre o corpo neuronal e a extensdo do
axonio, que pode ser de apenas alguns milimetros ou até atingir um metro. E, por isso, fundamental o
estudo da vascularizagéo do nervo periférico e da sua influéncia na regeneracéo nervosa. O resultado
deste estudo pode levar ao desenvolvimento de técnicas cirlrgicas que criem as condi¢cdes que
garantam, por sua vez, a revascularizagdo precoce do nervo periférico em caso de lesdo, ou mesmo
em caso de doencas, nas quais a vascularizacdo do nervo esti alterada como, por exemplo, na
neuropatia diabética.

O estudo da vascularizacdo do nervo periférico realizou-se através da investigacdo da
vasculariza¢@o do nervo mediano do cadaver humano, pela investigagdo da vasculariza¢do do nervo
isquiatico do rato Wistar e do Plexo Braquial (PB) do mesmo. A vasculariza¢do do PB do rato ndo é
muito diferente daquela que é reportada na espécie humana, existindo uma homologia entre o rato e
0 Homem no que diz respeito a morfologia e a vascularizagédo do PB.

Através da comparacgdo angiomorfolégica entre o nervo isquiatico do rato e o nervo mediano
humano, concluiu-se que a microvascularizacdo do nervo isquiatico do rato e do mediano humano
sdo muito semelhantes, o que suporta a utilizacdo do rato como modelo experimental de lesdes do
nervo mediano humano.

Para a avaliacdo da influéncia da vascularizagdo na regeneragdo nervosa foi feita a analise
da eficacia de enxerto de tubo de membrana amniética humana imunologicamente inerte, de enxerto
de veia jugular externa autdloga e de auto-enxerto de nervo, na reparacdo de um defeito de 10
milimetros no nervo isquiatico do rato, na presenca de um fornecimento vascular axial, comparando-
se com 0s mesmos procedimentos em estudos realizados anteriormente, sem suprimento vascular.

Os ratos foram avaliados funcionalmente através do estudo das pegadas, da
electroneurografia e da forca de flexdo ao nivel do tornozelo, e estruturalmente, através das
avaliacGes histolégicas e morfométricas, da taxa de recuperagéo do peso dos musculos gastrocnémio
e solhear e da marcacdo axonal retrégrada com True Blue as 4, 8 e 12 semanas. Os nervos
reconstruidos apresentaram uma arquitectura normal, incluindo a arquitectura vascular. A membrana
amniética foi bem tolerada, persistindo imunologicamente em torno do nervo até a 12.2 semana.

Concluiu-se também que, na presenca de um suprimento vascular axial local, a membrana
amniética humana e as veias autdlogas sao, pelo menos, tdo eficazes como 0s auto-enxertos

nervosos na reconstrucao de defeitos nervosos de 10 milimetros.

Palavras-Chave: rato; vasos sanguineos; regeneragdo nervosa; nervo isquiatico;

recuperacao da funcéo; nervo mediano; plexo braquial; veia/membrana amniotica.



Abstract

At the clinic, the functional recovery that follows a nerve lesion is rarely achieved in full.

The neuron is very vulnerable to ischemia that’s why it is essential to study the vascularization
of the peripheral nerve and its influence on the nerve’s regeneration.

The outcome of this study may lead to the development of surgical techniques that create the
conditions which are necessary to ensure an early revascularization in case of a peripheral nerve
injury.

This study investigated the vascularization of the median nerve of the human cadaver and the
vascularization of the sciatic nerve of the Wistar rat and his Brachial Plexus (BP) through animal
experimentation. The mouse's BP vascularization is not so different from the one that is reported in the
human species.

An angiomorphological comparison between the mouse sciatic nerve and the human median
nerve concluded that the microvascularizations are very similar, which supports the use of the mouse
as an experimental model for the study of median nerve’s lesions.

To evaluate the influence of vascularization in the nerve’s regeneration, it was made an
assessment of the effectiveness of the human amniotic immuno-inert membrane grafts, of the
autologous external jugular vein grafts and of the nerve auto-graft in the repair of a defect of 10 mm on
the sciatic nerve of the rat, in the presence of an axial vascular supply, comparing these with the same
procedures that were adopted in the previous studies, without vascular supply.

The rats were functionally assessed and structurally evaluated (through histological and
morphometric evaluations) at the 4.", 8." and 12." weeks. The nerves reconstructed presented a
normal architecture, including vascular architecture. The amniotic membrane was well-tolerated
immunologically, persisting around the nerve until the 12." week.

As a result, it was also concluded that in the presence of a local axial vascular supply, the
human amniotic membrane and the autologous veins are, at least, as effective as the nerve auto-

grafts in the reconstruction of the nerve’s defects of 10 mm.

Keywords: rat/mouse; blood vessels; nerve regeneration; sciatic nerve; recovery of function;
median nerve; brachial plexus; veins/amniotic membrane.
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Preambulo

O meu interesse pela cirurgia iniciou-se muito cedo quando, depois da licenciatura em
Medicina, antes do inicio do Internato Geral, realizei um estagio voluntario de cirurgia geral com o Dr.
Anténio Galhordas, recentemente falecido. O rigor e preciosismo com que realizava as técnicas
cirdrgicas e o respeito e carinho que tinha para com os doentes foram grandes referéncias na minha
vida profissional. Foi ele que me ajudou nos meus primeiros passos em cirurgia, de tal forma que me
motivou a realizar o Internado da Especialidade de Cirurgia Geral que completei, embora j& com
interesse pela cirurgia plastica reconstrutiva, pela versatilidade que era possivel e pela mindcia,
podendo melhorar ou encontrar novas técnicas.

Durante a realizacdo do Internato da Especialidade de Cirurgia Plastica com o Dr. Elias
Damido Pires, cirurgido plastico nacional e internacional conceituado, como responsavel pela minha
formacéo, tive, desde logo, um grande interesse pelas técnicas microcirdrgicas, tendo até realizado
um curso de microcirurgia ministrado pelo notavel cirurgido plastico e cirurgido da mao, o italiano
EzioMorelli, o que também me entusiasmou a efectuar um estagio no seu servico onde, de facto, tive
a oportunidade de colaborar em microcirurgias dos nervos periféricos, particularmente em cirurgias do
Plexo Braquial.

Na mesma altura, o Professor Jo&o Patricio de Coimbra, reconhecido internacionalmente pelo
seu mérito na microcirurgia reconstrutiva, entusiasmou-me para 0 ensino pratico das técnicas
microcirdrgicas, convidando-me como monitora para 0S seus cursos de iniciagdo a microcirurgia
realizados no animal de experimentacao.

Todos estes factores contribuiram para o inicio deste meu percurso.
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Capitulo |

1. INTRODUCAO E BREVE REVISAO HISTORICA DA
REPARACAO DO NERVO PERIFERICO

Existe uma coisa que uma longa existéncia me ensinou: toda a nossa ciéncia, comparada a
realidade, é primitiva e inocente; e, portanto, é o que temos de mais valioso.
Albert Einstein

1.1. Introducao

Os investigadores ao nivel mundial tém procurado compreender o que ocorre na clinica em
caso de lesdo nervosa, seja esta traumatica ou cirdrgica.

Durante muitos anos, s6 a fibra nervosa interessou os anatomistas e fisiologistas. O tecido
conjuntivo e 0s vasos sanguineos embaracavam as andlises experimentais e foram, por isso,
afastados dos estudos.

Nos dltimos anos, tém sido publicadas vérias centenas de artigos sobre o fenébmeno da
regeneracdo nervosa, o que se deve ao facto de que, na maior parte das vezes, a recuperacao
funcional néo é atingida de uma forma satisfatoria, sobretudo nas lesdes com extensa perda de tecido
nervoso reparado com enxertos.

A recuperacao funcional é aquilo que de mais importante se segue a lesdo nervosa, ainda
gue a técnica cirtrgica tenha sido a mais adequada. Raramente, na clinica, essa recuperacao
funcional é atingida na sua totalidade, considerando que a reinervacao, quer motora, quer sensitiva,
ocorre com maior ou menor deficit.*

Interessa, por isso, compreender o fenébmeno da regeneracdo nervosa e quais os factores
que podem interferir nesta regeneracdo, tendo em conta que 0s mesmos SA0 responsaveis, na
clinica, pelas sequelas motoras e/ou sensitivas nas lesdes nervosas traumaticas ou cirdrgicas.

As repercussfes das alteracdes vasculares no que diz respeito aos nervos periféricos e as
alterag6es hemodinamicas afectam a fisiopatologia de muitos quadros clinicos mérbidos. De entre
eles, salientam-se as alteragdes provocadas por acidentes traumaticos, por ruptura, por estiramento,
por compressao ou por acgao cirdrgica. Contudo, continua ainda a ser pouco conhecida a influéncia
da vascularizagéo do nervo periférico em caso de lesdo nervosa.

Portanto, o estudo da vascularizacdo do nervo e a investigacdo sobre a forma como essa
vascularizacdo pode interferir na regeneracao nervosa, em caso de lesdo, sdo de grande interesse,
pois 0 seu conhecimento podera contribuir para melhorar as estratégias de abordagem das lesGes

nervosas e para inovar as técnicas cirdrgicas no tratamento das les6es do nervo periférico.


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

1.2. Breve Revisao Historica

Médicos e filésofos da Idade Antiga ja recomendavam a reparacdo dos nervos em caso de
lesdo. Contudo, a Histéria da reparacéo dos nervos periféricos e o estudo da regeneracdo nervosa sé
teve inicio em 1850, visto que, até entdo, o conceito de reparacéo directa do nervo ndo era aceite. O
periodo entre 1850 e 1900 caracterizou-se por ter sido muito rico em novas descobertas do
conhecimento médico.” Nessas descobertas, surge também o conceito de reparacdo do nervo.

E, entdo, no Século XIX, que se da inicio & reparacdo e a reconstrucéo de nervos periféricos
e ao estudo da regeneracdo nervosa. E de destacar que, j& em 1828, Marie Jean Pierre Flourens,
fisiologista francés, fundador da ciéncia experimental sobre o cérebro e pioneiro em anestesia,
transpds nervos dos musculos extensores de asas de galo para os musculos flexores®*, tendo até
publicado os resultados no seu artigo original Recherches experimentales sur les propriétés et les
fonctions du systéme nerveux dans les animaux vertébrés.

Alguns autores como Paget, em 1847, defendiam a reparacdo imediata em caso de leséo
extensa do nervo, e Paget até descreveu o caso de um doente com 11 anos, em que uma sec¢ao do
nervo mediano foi reparada, alcancando a recuperacao completa num prazo de um més.

Em 1850, Augustus Waller apresentou o seu trabalho classico demonstrando a
degenerescéncia distal pds-seccdo do nervo, que ainda é hoje designada “degenerescéncia
Walleriana”. No seu laboratério, com equipamento primitivo, estudou também a regeneracéo nervosa
dos nervos glossofaringeos e hipoglosso da r&, e demonstrou ndo sé a degenerescéncia distal, mas
também a progressdo da regeneragdo a partir do cilindro-eixo. Waller, verificou também que a
regeneracdo era mais rapida no jovem do que no adulto, e que a estimulagdo galvanica néo
aumentava a velocidade de recuperacéo.’

Em 1864, Weir Mitchell descreveu as lesdes nervosas por arma de fogo e, pela primeira vez,
a causalgia. E, por isso, interessante rever a histéria do enxerto nervoso que comecou na Era
Listeriana. Em Novembro de 1866, Lister escreveu uma carta ao seu amigo Sir Hector Cameron
sobre uma paciente com um tumor do nervo isquiatico, sugerindo que seria vantajoso, depois de
removido o tumor, formar um “canal” com fio de catgut entre as duas extremidades do nervo para que
um novo tecido nervoso pudesse crescer dentro desse canal, para reinervar a extremidade distal do
nervo isquiatico.

Philipeaux e Vulpian, por sua vez, em 1870, realizaram uma experiéncia na qual utilizaram o
nervo sublingual como ponte para reparar um defeito do nervo hipoglosso. Em 1872, Weir publicou o
seu trabalho classico Inguries of Nerve and Their Consequences.

Cirurgibes britanicos, ao fazerem a revisdo da cirurgia durante a Primeira Guerra Mundial,
concluiram que o enxerto autélogo de nervo ndo tinha tido éxito até entdo® verificando-se
efectivamente um retrocesso no enxerto nervoso, o que levou a um retardamento no progresso desta
matéria, aproximadamente em 20 anos. Ja4 no Seculo XX, nomes como Tinel, Seddon, Woodhall,
Moberg e Barners Woodhall dos Estados Unidos destacaram-se pelo contributo que deram nos

grandes avangos da reparagdo dos nervos periféricos, em caso de leséo.



Durante a Primeira Guerra Mundial, Tinel, em Franca, e Hoffman, na Alemanha, estudaram a
regeneracdo dos nervos submetidos a reconstrucdo. Tinel, em 1915, publicou um artigo sobre a
regeneracdo nervosa em que descreveu a dor como um sinal de irritagdo nervosa e o tingling ou
formigueiro como um sinal de regeneracao axonal. Curiosamente, Tinel, durante a Segunda Guerra
Mundial, esteve preso durante dois anos pelo seu trabalho em Franca, nos subterraneos.

Bunell, em 1927, publicou um artigo original sobre o enxerto nervoso digital.” Muito do que se
sabe hoje sobre a regeneracdo nervosa deve-se a Ramén Y. Cajal (1928)*’, que desenvolveu
conceitos importantes sobre o crescimento do axénio seccionado, a formacéo de cones crescentes, a
reordenacéo em novos fasciculos dos ax6nios em crescimento e a orientagdo dos novos axonios
para os seus tecidos-alvo.

Em 1942, Sanders fez a revisdo da histéria do enxerto nervoso que fora reportada na
experimentacdo animal e preconizou o uso de auto-enxerto nervoso no tratamento dos doentes com
perdas de nervo de grande extensdo.® Na Australia, Sir Sidney Sunderland (1945) ndo pode deixar de
ser referido pelo seu trabalho exaustivo na descricdo detalhada da anatomia interna do nervo
periférico. O seu trabalho suporta o conceito de agrupamento fascicular na reparacao e reconstrucao
nervosa.”'°

Nos Estados Unidos, Barnes Woodhall'*, um neurocirurgido de destaque, liderou os
cirurgides militares americanos na area dos nervos periféricos e na sua reconstrug:éo.12 Woodhall e
Seddon sédo duas figuras que estudaram e interpretaram a reparac@o nervosa primaria e secundaria,
a reconstrucdo nervosa com pontes de nervo e 0s enxertos nervosos em cabo. Estes estudos ainda
sdo validos, hoje em dia.

Herbert Seddon, em 1947, e de novo, em 1963, descreveu 0 sucesso em mais de 100

doentes com enxertos nervosos®>**

, sobretudo em criangas e em peguenos nervos como 0S Nervos
digitais. Seddon alcangcou uma importante conclusdo que indicava que os resultados do enxerto
nervoso nos dedos eram melhores do que os da sutura secundaria. Seddon, com a colaboracdo de
outros cirurgides ingleses de guerra, descreveu também as lesGes dos nervos periféricos, do plexo
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braquial aos nervos digitais. As regras standard para os actuais procedimentos na reparagéo

nervosa e no enxerto nervoso baseiam-se ainda nestes trabalhos. Seddon continuou o seu trabalho
clinico e de investigacdo nesta matéria até a sua morte em 1977.'%*’
Erik Moberg (1966), na Suécia, demostrou a importancia da avaliagdo da recuperagédo da

sensibilidade com o teste da discriminagéo de dois pontos, ainda hoje utilizado na pratica clinica.'®*°

2021 contribuiram com

Millesi, Meissl e Berger (1972), com os seus trabalhos experimentais
importantes no¢des sobre a regeneracdo nervosa, homeadamente no que diz respeito ao resultado
da reparacdo nervosa e a quantidade de proliferacdo de tecido conjuntivo no local da sutura.
Concluiram, entdo, que a remogédo do epinervo levaria a uma menor producdo de tecido conjuntivo
cicatricial na sutura. Estes autores verificaram também que uma sutura do nervo sob tenséo
comprometia a regeneracdo nervosa e levava a uma maior producdo de tecido de cicatriz, o que
impedia a regeneracéo axonal, resultando numa recuperardo funcional comprometida.

Como tal, Millesi, Meissl e Berger”* compararam o enxerto de nervo e a sutura nervosa

epineural sob tensdo e concluiram que os resultados com enxerto nervoso eram melhores do que os
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com da sutura sob tens&o. Millesi®, num segundo trabalho experimental, concluiu que, em condi¢des
favoraveis, ndo havia diferenga entre os resultados obtidos com a sutura sem tensdo e os resultados
com enxerto de nervo.

Lundborg (1979)%, por sua vez, sugeriu que o segredo da regeneracio nervosa nao dependia
apenas da técnica cirlrgica, nem do material de sutura, nem do uso do microscépio cirargico, mas de
um meio 6ptimo em que os potenciais factores neurotréficos pudessem actuar livremente.

Apesar dos muitos autores que se dedicaram ao estudo da regeneracdo nervosa, e que seréo
referidos neste estudo, e dos consideraveis avancos nas técnicas de reparagdo nervosa que surgiram
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nos ultimos 150 anos, os resultados sdo ainda imprevisiveis™ ", ou seja, ainda ndo séo inteiramente

aceitaveis, revestindo-se de um maior ou menor grau de deficit na recuperacao funcional ou sensitiva.

1.3. Morfologia e Fisiologia do Nervo Periférico

O conhecimento da anatomia, da histologia e da fisiologia do nervo periférico é fundamental
para o estudo e compreensdo do fendbmeno da regeneracdo nervosa em caso de lesdo total ou
parcial.

O sistema nervoso periférico tem como unidade anatémica o neurénio que, por sua vez, é
constituido pelo corpo celular, pelo axénio, pelos dendritos (ramificacdes apicais) e pelos telodendros
(ramificacdes finais do axoénio que estabelecem contacto com outros neurdnios). Quando o corpo
celular ou soma tem a sua localiza¢éo na substancia cinzenta ventral da espinhal medula, o neurdnio
€ do tipo motor; quando, por outro lado, esta localizado no ganglio da raiz dorsal, € designado
neurdnio sensitivo.

O centro metabdlico do neurénio é o corpo celular e é a partir dele que, normalmente, tém
origem os dois processos celulares: os dendritos e os axénios. O comprimento do axénio pode variar
entre alguns milimetros e um metro. De forma cilindrica e com um diametro entre 0,2 e 20 ym, muitos
dos axonios séo envolvidos pela bainha de mielina que sofre interrupgdes em intervalos regulares,
designados nodulos de Ranvier (Figura 1.1).

Os nédulos de Ranvier séo os pontos de contacto entre as diferentes células de Schwann ao
longo dos axdnios mielinizados e interrompem a bainha de mielina. S&o pequenas constricdes com
um comprimento de 1 um, desprovidos de mielina. Do ponto de vista funcional, os nddulos de
Ranvier sdo os Unicos pontos ao longo das fibras mielinizadas que suportam os rapidos processos
de despolarizacdo e de repolarizacdo necessarios para a génese dos potenciais de accao,
permitindo uma condugéo rapida dos impulsos eléctricos ao longo dos axonios.”’ Sendo o axénio a
continuidade do neurénio ao longo de uma distancia consideravel, qualquer lesdo localizada no seu

trajecto terd consequéncias graves para a sobrevivéncia de todo o neurénio.



Figura 1.1 - Nédulo de Ranvier (1) e Internédulo (2) do nervo isquiatico do Rato Wistar. Em Microscopia
electrénica de varrimento (ponto critico) - 3 500 x.

1.3.1. Fibra Nervosa

Por definigcdo, a fibra nervosa compreende o conjunto do axénio com as células de Schwann.
O nervo periférico € constituido por um feixe ou por vérios feixes de fibras nervosas. As fibras
motoras tém origem na substancia cinzenta ventral da medula espinhal; por outro lado, as sensitivas
no ganglio da raiz dorsal e as fibras simpaticas tém origem no ganglio simpatico do sistema nervoso
auténomo. As fibras agrupam-se formando os feixes que sdo de numero, padrdo e dimensao
variaveis conforme o tipo de nervo. As fibras nervosas sdo mielinizadas (mielinicas) e néo
mielinizadas (amielinicas) (Figura 1.2, Figura 1.3).

Os axoOnios sao rodeados pelas células de Schwann tendo em conta que nas fibras
mielinizadas uma célula de Schwann envolve apenas um Unico axénio, e o0 seu citoplasma dispde-se
em espiral em torno do mesmo, produzindo uma bainha de mielina rica em lipidos de 70 % e em
proteinas de 60 %. Nas fibras ndo mielinizadas, uma célula de Schwann serve, em simultaneo, varios
axonios.

As fibras nervosas ndo estdo dispostas em unidades individuais, mas estdo envolvidas por
um tecido conjuntivo, o endonervo, e reinem-se em fasciculos que, por sua vez, estdo envolvidos por
um tecido conjuntivo designado perinervo. Os fasciculos, por outro lado, estdo agrupados pelo

epinervo constituindo, assim, o nervo periférico26 (Figura 1.4).
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Figura 1.2 - Corte histolégico transversal de nervo isquiatico corado com hematoxilina-eosina onde se
pode observar: endonervo (1), arteriola (2), ndcleo de célula de Schwann (3), axénio mielinico (4) e axénio
amielinico (5).

Figura 1.3 - Corte histoldgico transversal de nervo isquiético corado com azul de toluidina demonstrando fibras
mielinicas (1) com uma espessa bainha de mielina e com fibras amielinicas (2) sem espessura de mielina nas
suas bainhas.
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Figura 1.4 - Esquema da anatomia do Nervo: 1 - Fibra Nervosa; 2 - Endonervo; 3 - Perinervo;
4 - Epinervo; 5 - Vaso; 6 - Grupo de Fasciculos; 7 - Fasciculo Nervoso (Adaptado de David. P Green, 1988).

1.3.2. Vascularizacao do nervo periférico (breve referéncia)

A fisiopatologia de muitos quadros clinicos frequentes, como a ruptura, 0 estiramento ou a
compressédo do nervo periférico, esta relacionada com alteragfes vasculares. Sabe-se que 0 axonio
dos nervos periféricos é vulneravel a isquemia devido a grande distancia que existe entre o corpo
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neuronal e a extensdo do axdnio. Estudos experimentais e anatbmicos comprovaram que 0 nervo

periférico € uma estrutura bem vascularizada. O nervo periférico possui um sistema microvascular
bem desenvolvido no epinervo, no perinervo e no endonervo.**

Existem técnicas laboratoriais para o estudo da macro e da microvasculariza¢do dos tecidos
e Orgdos, enquanto parte destes, sendo as mais usadas a injeccao e a dissecg¢do, a injeccdo e a
corrosao através de microscopia electrénica de varrimento para moldes microvasculares, a injec¢éo e
a diafanizacédo e a histologia com os marcadores especificos para os vasos. Estas mesmas técnicas

sédo particularmente vélidas para o estudo da macro e da microvascularizagdo do nervo periférico.

1.4. As Lesdes dos Nervos Periféricos

O nervo periférico, ao longo do seu percurso anatomico da sua origem no fordmen
intervertebral a inervacdo dos seus Orgdos-alvo, esta sujeito a varios tipos de lesdo. Os agentes
das lesbes podem ser multiplos como uma compressdo, uma laceracdo directa, um fenémeno de
isquémia, entre outros. Na clinica, € fundamental ter conhecimento sobre os tipos de lesdo que
podem ocorrer, e sobre as estruturas do nervo que podem estar alteradas, conduzindo-se a uma
classificacéo destas lesdes. Os dois sistemas mais amplamente utilizados para a classificacdo das

lesBes do nervo periférico correspondem as propostas de Seddon e de Sunderland.



1.4.1. Classificacdo das Lesdes do Nervo Periférico

A microestrutura dos troncos nervosos € a base para a classificacédo das lesdes nervosas. O
nervo periférico pode sofrer varias agressdes ao longo de todo o seu percurso anatdmico até a
inervacao dos seus érgaos-alvo.

Para a classificacdo das lesdes do nervo periférico tém sido utilizadas as propostas de
Seddon (Seddon,1943; Seddon, 1972) ***" e de Sunderland (Sunderland, 1951; Sunderland, 1978;
Sunderland, 1990)."'%** Estes autores sdo considerados, por muitos investigadores, os “Pais da
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cirurgia do nervo periférico”. Como tal, as les6es do nervo periférico classificam-se, actualmente,

da seguinte maneira:

1.4.1.1 Neurapraxia ou Lesdo de Sunderland de tipo I: é apenas um bloqueio local na
condugcdo motivada por estiramento ou por compressdo da fibra nervosa, mantendo-se a
continuidade axonal e, por isso, ndo h& degenerescéncia Walleriana, mas apenas a danificacéo
da bainha de mielina.

Clinicamente, manifesta-se através de uma paralisia motora, enquanto as fibras sensitivas e as
do sistema nervoso autonomo (SNA) estdo preservadas. As fibras de maior didmetro séo as

mais vulneraveis.

1.4.1.2 Axonotmese ou Lesdo de Sunderland de tipo Il: neste tipo de lesdo, a compresséo
ou estiramento sdo mais intensos levando a descontinuidade do axénio e a consequente
degenerescéncia Walleriana. Na axonotmese, os tubos do endonervo estéo intactos permitindo
uma regeneracdo dos axoénios perfeitamente orientada até ao seu alvo periférico. O
progndstico destas lesdes é também muito favoravel.

A intervencao cirlrgica para a correcgdo deste tipo de leséo é através da neurdlise e é apenas
necessaria para eliminar algum tecido fibroso que se tenha formado, mas os musculos podem

sofrer alteracdes irreversiveis durante a reinervagéo.

1.4.1.3 Neurotmese ou Lesdo de Sunderland de tipo IlI-VI-V: a neurotmese implica uma
perda da continuidade dos axénios e de todos os elementos que constituem o nervo periférico
(tubos do endoneunervo, do perinervo e do epinervo), o que leva a uma alteracédo total da
anatomia do nervo. Nesta classificacdo, a neurotmese divide-se em trés subgrupos segundo a

continuidade ou descontinuidade das diferentes estruturas de suporte do nervo periférico.

1.4.1.4 Lesdo de Sunderland de tipo lll: existe uma perda de continuidade axonal e dos

tubos do endonervo, mas com o perinervo preservado.

1.4.1.5 Lesdo de Sunderland de tipo IV: existe uma perda de continuidade axonal e dos

tubos do endonervo e do perinervo, embora o0 epinervo permaneca intacto.



1.4.1.6 Lesao de Sunderland de tipo V: o nervo periférico estda completamente seccionado,
resultando numa distancia variavel entre os segmentos neurais lesados.

Na neurotmese, a regeneracdo espontédnea nao € possivel e, por isso, é necessaria a
reparacao cirirgica do nervo com a finalidade de se restabelecer a continuidade para promover

a regeneracao nervosa e a reinervacao dos érgaos-alvo.

1.5. Fisiopatologia do Nervo Periférico

Quando a fibra nervosa sofre uma agressdo grave, seja por secc¢do, isquémia ou
esmagamento, seja por um processo inflamatério que origine uma interrupcdo da integridade do
axoénio, as fibras sofrem um processo degenerativo distal a lesdo do axénio denominada
degenerescéncia Walleriana.**3%4°

Augustus Waller, em 1850, demonstrou que quando um nervo periférico sofre uma lesdo
grave, as fibras nervosas do segmento distal degeneram totalmente, enquanto as do segmento
proximal a lesdo sobrevivem. Contudo, também surgem alteracdes de tipo degenerativo no segmento
proximal a lesdo do nervo com a consequente reac¢do do corpo celular.

E indispenséavel a sobrevivéncia do neurénio para a regeneracdo axonal apds a lesdo, o que
depende de varios factores como o tipo de neurénio, a idade e a proximidade do corpo celular.
Quanto mais afastadas do corpo celular ocorrerem as lesdes, maior serd a probabilidade de

sobrevivéncia do neurénio."***

De uma forma geral, 0os neurénios motores sdo menos susceptiveis a
morte celular do que 0s nervos cranianos ou sensitivos.

As duas principais respostas do nervo periférico as lesdes baseiam-se no alvo da agressédo: a
célula de Schawnn ou o axénio. As doencas que afectam principalmente a célula de Schawnn levam
a perda de mielina, sendo este processo designado desmielinizagdo segmentar.

O comprometimento priméario do neurénio e do seu axoénio leva a degenerescéncia axonal.
Em algumas doencas, a degenerescéncia axonal pode ser seguida de regeneracdo axonal e de
reinervacdo do érgdo-alvo. Noutras, porém, existe uma atrofia musculo-esquelética por desinervagéo
e uma perda de axonios devido a uma anormalidade primaria da propria fibora muscular chamada de

miopatia.

1.5.1. Regeneracéo Axonal

Quando o neurénio sobrevive a lesdo, o segmento proximal do nervo sofre uma
degenerescéncia, geralmente, até ao primeiro nédulo de Ranvier proximal a lesdo. Esta
degenerescéncia cria uma pequena area de degenerescéncia Walleriana. No segmento proximal do

nervo vao surgir os denominados cones de crescimento.



Os axo6nios emergem a partir dos nédulos de Ranvier, localizados a uma distdncia maxima de
6 mm proximal a lesdo e designada zona germinativa.27 O crescimento axonal é inicialmente lento,
passando por um periodo de aceleracéo e, ao terceiro dia apés a leséo, a sua velocidade passa a ser
constante.

Quando a lesdo do nervo periférico nao é suficiente para interromper a continuidade da
lamina basal das células de Schwann, os axdnios em regeneracdo penetram no segmento distal com
um atraso de apenas 1 ou 2 dias. Pelo contrario, perante uma solugdo de continuidade entre os
segmentos proximal e distal, este atraso podera ser de varias semanas. A remielinizacdo dos axénios
em regeneracéo € iniciada através do contacto do axolema com as células de Schwann das bandas
de Bungner. A extens&o desta mielinizacdo é determinada pelas dimensdes do axénio.**

Em 1986, foi apresentado o primeiro trabalho sobre a teoria da especificidade fascicular com
a intencdo de explicar o crescimento preferencial dos axoénios em direccdo aos orgaos-alvo,
originalmente inervados por eles. Com a utlizagcdo de tubos-guia de polilactato e de silicone®
demonstrou-se, do ponto de vista histolégico, que as fibras do nervo peroneal crescem
preferencialmente em direc¢do aos fasciculos do nervo peroneal. As fibras motoras em regeneracao
vao inervar, de uma forma selectiva, os axénios motores do segmento distal.”®

Os investigadores que propSem a existéncia da especificidade fascicular recomendam a
aplicacédo dos tubos-guia em detrimento da sutura topo-a-topo, quando a topografia fascicular ndo é

reconhecida.****
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Capitulo 2

2. MATERIAIS E TECNICAS DE ESTUDO

2.1. Materiais de Estudo

O material de estudo sobre o qual nos dedicamos foi:

e Avascularizacéo e a estrutura do nervo mediano, em 26 cadaveres humanos;

e Avascularizagéo do plexo braquial, em 30 ratos Wistar;

e Avascularizagdo do nervo isquiatico, em 30 ratos Wistar;

e A regeneracdo nervosa na reconstrucdo de defeito do nervo isquiatico através de diferentes

métodos no animal de experimentacdo, em 90 ratos Wistar.

Os animais utilizados foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Nova de Lisboa. O Biotério esté creditado pelo alvara emitido pela DGV, onde consta a
autorizacdo de utilizacdo de animais, pequenos roedores, ao abrigo do disposto na Portaria 1005/92
de 23 de Outubro.

2.1.1. A Vascularizacdo do Nervo Mediano do Cadaver Humano

O estudo da macrovascularizagdo, da microvascularizacdo e da estrutura do nervo mediano
humano foi realizado em 26 cadaveres. Para este estudo, a eleicdo do nervo mediano deveu-se ao
facto de este ser o nervo periférico que na clinica é mais frequentemente atingido.

As lesbBes dos nervos do membro superior sdo frequentes, sendo as mais comuns aquelas
que sdo causadas pela compressao exercida por estruturas circundantes ou pela seccéo do nervo.'?
As lesdes por compressdo no nervo mais frequentes sdo aquelas que afectam o nervo mediano,
particularmente no tunel carpico. Estima-se que esta patologia tenha uma taxa de incidéncia de, pelo
menos, 3 % na populacdo em geral.l""5

O estudo dos 26 cadaveres do Gabinete de Doacdo do Departamento de Anatomia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa decorreu nesse mesmo
Departamento.

Em 15 destes cadaveres, foi estudada a macrovascularizagdo do nervo mediano por injeccdo-
disseccao e por diafanizagdo. Em 8 destes cadaveres para o estudo da microvascularizagao, foi
injectada, através da artéria subclavia, uma solucdo de Mercox para obterem-se moldes vasculares
gue, posteriormente, foram observados em microscopia electronica de varrimento (MEV).

O estudo da estrutura do nervo mediano, pela técnica histologica, foi realizado em 3 nervos

medianos previamente injectados na intravascular com uma solucdo corada. Os nervos medianos
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para o estudo através da técnica histolégica foram excisados e imediatamente fixados em
formaldeido a 10 %, e preparados para o exame histologico utilizando-se os corantes hematoxilina-
eosina, Tricromico de Masson e imunocorante CD-31 para a observacdo do endotélio dos vasos.

2.1.1.1. Consideragbes Eticas sobre a Utilizacdo de Cadaver Humano para

Investigacao

A utilizacdo do cadaver para a investigacdo que realizamos foi regida pelo Decreto-Lei n.°
274/99 de 22 de Julho® gue regulamenta a utilizacdo de cadaveres para fins de ensino e de
investigacao cientifica, e que substitui a Portaria n.° 40, de 22 de Agosto de 1913, clarificando, por
sua vez, os aspectos licitos da dissecagéo de cadaveres, bem como da extraccdo de pecas, tecidos
ou 6rgéos para fins de ensino e de investigacéo cientifica.®’

Foram também respeitadas as regras e principios presentes nos artigos 1.° e 3.°, da Lei n.°
12/93, de 22 de Abril. Fago referéncia ainda aos pareceres n.° 2/CNECV/92, n.°8/CNE/94, n.°
24/CNECV//98 e n.°27/CNECV/98.

No parecer (2/CNE/92) sobre a utilizacdo de cadaveres humanos para fins de ensino médico
e que fala sobre a sua necessidade, pertinéncia e legitimidade é feita referéncia aos principios pelos
guais se rege a recepcdo de cadaveres nos estabelecimentos de ensino. Além dos aspectos
administrativos, saliento a importancia da conservagéo do corpo, mediante um processo cientifico de
eficiéncia comprovada, e da reconstituicdo do corpo dos cadaveres humanos ap6és a disseccdo e a
definicdo das pec¢as anatémicas retiradas para conservagéo ou para investigacao cientifica, sendo as
mesmas registadas em livro especial.

No Parecer 8/CNE/94 sobre o projecto de proposta de lei que visa regular as situacfes em
gue ¢€ licita a dissecacéo de cadaveres humanos, ou de parte deles, ap6s a morte cardio-respiratéria,
bem como a extraccao de pecas, tecidos e 6rgdos para fins de ensino e de investigagcéo cientifica,
esclarece-se o caso de “Cadaveres ndo reclamados” e faz-se referéncia ao “Respeito pelos
cadaveres”, o que inclui a existéncia de instalacdes condignas.

O parecer 24/CNECV/98 sobre o Projecto de D.L., que visa estabelecer o regime juridico que
licita a dissecacdo de cadaveres para fins de ensino e de investigacdo cientifica, considera que é
licita a dissecacdo de cadaveres quando a pessoa tenha declarado, em vida, a vontade de que o
seu cadaver seja utilizado para fins de ensino médico e de investigacao cientifica «e nao haja
manifestado em vida, junto do Ministério da Salde, a sua oposicao a qual constara do Registo
Nacional de ndo Dadores». E também referido que deverdo ser estabelecidas as Instituicdes
creditadas para receberem os cadaveres.

A nota 27/CNECV/99 sobre a lei n.° 12/99 de 15 de Mar¢o «clarifica a utilizacdo de cadaveres
para ensino e investigacdo exigindo» que a pessoa tenha manifestado «conscientemente essa
vontade, ndo sendo reconhecido a quem quer que seja o direito de, ap6s a morte do dador,

anular a sua decisao».

14



O respeito pela dignidade da pessoa humana foi o principio fundamental na utilizagdo dos
cadaveres neste estudo. Previamente a utilizacdo do cadaver, foram consultados os registos do
RENNDA para eliminar a hipotese de «Manifestacdo de indisponibilidade para a dédiva post
mortem».

Foram registados no processo individual de cada cadaver todos os actos realizados. Todos
os procedimentos realizados no cadaver humano foram propostos e aprovados pela Comisséo de

Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lisboa.

2.1.1.2. Técnica de Embalsamamento de Cadaveres

Os cadéaveres usados neste estudo, provenientes do Gabinete de Doac¢do do Departamento
de Anatomia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lishoa, foram sujeitos a
técnica de embalsamamento desenvolvida neste Departamento.7

O embalsamamento é um processo quimico que permite a preservacdo, sanitizacdo e
desinfeccdo do corpo humano por tempo indeterminado, em condi¢cbes que conferem ao material
cadavérico uma qualidade e uma aparéncia muito proximas do natural, permitindo uma perfeita
identificacdo de todas as estruturas, artérias, nervos, veias, tenddes, aponevroses, entre outros. A
conservacdo do musculo pode mesmo considerar-se Optima. Estas caracteristicas sédo de grande
importancia para o ensino da anatomia e para o treino cirdrgica, culminando na investigacao.

Os cadaveres foram submetidos a embalsamamento pela técnica desenvolvida neste
Departamento e que se realiza com procedimentos particulares, conferindo um resultado final de
embalsamamento das estruturas com caracteristicas que permitem o estudo, a disseccao anatémica
e o treino cirGrgico préximos da pratica in vivo.”

A técnica de embalsamamento consiste numa infusdo de uma solugdo para embalsamar,
concebida e utilizada h& véarios anos por este Departamento de Anatomia, usando-se uma maquina
automética de perfusdo. A solugdo de embalsamamento adoptada € uma combinacdo de alcool
alifatico Dietileno glicol com Monoetileno glicol, optimizada para preservar a textura, o volume, a cor e
a forma do corpo e dos seus tecidos, tdo perfeitos quanto possivel, permitindo também a desinfeccao
e a sanitizacdo do processo.

A solucgéo resultante da mistura € um liquido claro, prético, indolor, incolor e com a densidade
da agua. A estas propriedades acrescem-se niveis higroscépicos adequados, uma boa solubilidade
em acidos organicos, sendo ainda fisiologicamente inofensiva. Esta substancia ndo produz vapores
téxicos no ambiente e ndo é prejudicial ao toque.

O procedimento de embalsamamento do cadéaver envolve um circuito fechado para a
perfusdo de fluido de embalsamamento, directamente da maquina para o sistema vascular
preservado do cadaver, sem risco directo para a pratica de dissecgdo. As caracteristicas desta
solugdo revelaram-se uma boa escolha, toxicologicamente comparavel ao glicerol, para obter os

objectivos pretendidos.7
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Para a exposi¢éo dos vasos femorais, foi realizada uma incisdo nas regifes inguinais direita e
esquerda, preparando-se as artérias femorais para a injeccdo bidireccional da solugcdo de
embalsamamento, através de uma incisdo longitudinal de aproximadamente 1 cm. O cadaver é
apenas previamente lavado com uma solucéo de Chlorhexidine, e conservado a uma temperatura de
4 a 6 °C, envolvido num saco de plastico simples. A injeccdo é realizada através da introducédo de
cateter apropriado na artéria femoral proximal e de outra canula, também de calibre apropriado,
introduzida na artéria femoral, a temperatura ambiente.

A injeccdo da solucéo de embalsamamento é realizada com uma infuséo pulsada a um ritmo
entre 60 e 70 pulsos por minuto com o objectivo de imitar os vasos normais no débito cardiaco, com a
variagcdo da pressao sistélica e diastolica, reduzindo-se a resisténcia ao fluxo e expandindo-se, em
extensdo e em espessura, a solugéo nos tecidos perfundidos.7

A duragdo média de infusdo vascular foi de aproximadamente 30 a 45 minutos por cadaver,
realizando-se com uma taxa de perfusdo de 70 pulsos/minuto. O volume médio da solugdo de

embalsamamento injectado foi de 7 litros por corpo, variando com a massa e a estatura do mesmo.

2.1.1.3. Parecer da Comisséo de Etica

«A Comisséo de Etica da FCM-UNL (CEFCM) decidiu, por unanimidade, aprovar o Projecto
de investigacdo intitulado “Estudo da Vascularizagdo dos Nervos Periféricos e Influéncia na
Regeneracdo Nervosa - Estudo Experimental e no Cadaver Humano” (n.° 13/2012/CEFCM),

submetido pela Dra. Maria Angélica Roberto.»

2.1.2. A Vascularizacdo do Nervo Isquiatico e do Plexo Braquial do Rato
Wistar

O estudo da vascularizac@o dos nervos periféricos no animal de experimentacédo foi realizado
em 60 ratos Wistar, com as mesmas técnicas utilizadas no nervo mediano humano, tendo em conta
gue em 30 animais foi estudada a vascularizagdo do nervo isquiatico; e, nos outros 30, foi estudada a
vascularizacdo do plexo braquial por ser também uma estrutura anatémica que, na clinica, &
lesionada com uma relativa frequéncia, traduzindo-se em sequelas sensitivas e motoras graves.?

O rato é provavelmente a espécie animal mais utilizada em estudos como modelo animal
experimental.”™® Nesta espécie, o nervo isquiatico tem sido tradicionalmente utilizado como um
substituto do tipico nervo humano, particularmente do nervo mediano humano.®****

Tem sido largamente assumido que estes dois nervos (o nervo mediano humano e o nervo
isquiatico do rato) sédo muito semelhantes nos aspectos mais importantes, nomeadamente no que diz

2,13,14,

respeito a fisiologia na reparagdo nervosa. Contudo, faltava o conhecimento do grau de

9,14

semelhan¢ca da vascularizacdo entre estes dois nervos. Isto, por sua vez, tem implicacbes
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potenciais e significantes quando se estudam novas estratégias para a reparagao do nervo mediano,
usando-se como modelo o nervo isquiatico do rato.***

Além disso, um conhecimento pormenorizado da vascularizacdo do nervo é de uma grande
importancia, quer na experimentacdo, quer na clinica, nomeadamente no planeamento e na
execucdo de retalhos nervosos livres, pediculados ou de retalhos compostos que incluem
nervos.’>**? Assim, considerou-se indispensavel comparar, sistematicamente, a macro e a
microvascularizacdo do nervo isquiatico do rato com as do nervo mediano humano, dando-se uma

importancia particular aos aspectos que podem ser de interesse experimental.21

2.1.2.1. Consideracbes Eticas e do Bem-Estar Animal

Todos os procedimentos praticados nos animais, inclusive a eutanasia, foram realizados de
acordo com o Decreto-Lei n.° 113/2013, de 7 de Agostozz, gue voga a Portaria 1005/92 de 23 de
Outubro, o Dec. Lei 129/92 de 6 de Julho (transpde a directiva 86/609/CEE) e a Portaria 466/95 de 17
de Maio.

Foi também seguida a Directive of the European Parliament and of the Council on the
protection of animals used for scientific purposes, adopted by the Council on 3 of June of 2010, as
Guidelines on the Care and Use of Animals for Scientific Purposes, a GIRCOR ou Guia para a
Avaliacdo Etica de Experiéncias com Animais de Laboratério e o Canadian Council on Animal Care —
Ethics of Animal Investigation (revised on October of 1989).

Qualquer investigacdo que impligue experimentacdo animal ndo podera ser validada se nao
forem rigorosamente respeitadas as recomendag¢fes dos 3 Rs de Russell and Burch, Replacement,
Reduction and Refinement e o The Design of Animal Experiments de Michael F. W. Festing e
Philip Overend.****

A primeira recomendagdo dos 3 Rs (Replacement), a Substituicdo, € logicamente a mais
importante a ser implementada quando se projecta uma investigagdo com experimentagdo animal.
Contudo, nem sempre pode ser respeitada e, se assim for, tem que ser justificado o seu nao-
cumprimento. Neste projecto, néo foi possivel aplicar a regra da Substitugdo sem que fosse colocada
em risco a investigacao, especialmente por ser uma investigacdo académica basica (Rainer Gregor,
na Universidade de Fribourg, realizou uma investigacao basica em neurofisiologia).25

N&o foi possivel substituir o modelo animal por um modelo in vitro por se tratar de um estudo
anatomofisiolégico que testa uma técnica cirdrgica e a sua fisiopatologia. Justifica-se, assim, a
impossibilidade de substituir total ou parcialmente o modelo in vivo por um modelo in vitro.

Quanto a 2.2 recomendacao (Reduction), a Reducéo, ao ser realizado o Desenho Animal para
este estudo, foi respeitada esta regra no calculo do nimero minimo de animais a serem usados para
se alcancar os objectivos pretendidos e para se obter toda a informacao desejada, através de uma
andlise estatistica apropriada e de uma interpretacao cuidadosa dos resultados atingidos.ze'29
Relativamente ao 3.° R (Refinement), o Requinte, no que se refere ao “Bem-estar Animal”,

29-32

foram seguidas todas as directrizes que regulamentam essa pratica. Todo e qualquer
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procedimento cirdrgico ou de outro tipo que pudesse causar sofrimento, desconforto ou stress ao
animal foi realizado sob anestesia geral. O bem-estar animal, sobre todos os aspectos, foi
constantemente monitorizado, tanto no pré-operatério, como no intra-operatério e no pds-operatario.
Esta monitorizacéo justifica-se ndo s6 por razdes éticas, mas também por razdes relacionadas
com a segurancga na experimentagéo a realizar e com a validade dos resultados obtidos.

A eutanasia dos animais foi também feita sob anestesia geral, durante a qual sao realizadas
as colheitas dos nervos para a andlise histologica. E muito importante que a colheita dos nervos seja
feita durante a vida do animal, em condices anatomo-fisiolégicas normais, para a exclusao de
factores que possam alterar os resultados, nomeadamente a isquemia e a decomposi¢do do tecido
nervoso, esta Ultima que se inicia muito precocemente, estando relacionada com a primeira.

Relativamente a outros aspectos do Bem-Estar Animal, fago referéncia ao facto de que todos
0s animais habitavam em gaiolas individuais com cama de serradura especifica e, no pés-operatorio,
permaneceram no recobro do biotério até ao dia da eutanasia. No recobro existia ventilagao,
humidade e temperatura controladas, ciclo de luz/escuro de 12 em 12 horas, e agua e alimentos ad

libitum, de acordo com as normas referidas atras.

2.1.2.2. Principios Cirurgicos Basicos no Animal de Experimentacao

Anestesia

Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados sob anestesia geral com uma injec¢céo
intra-peritoneal de ketamina/xilazina nas doses de 90 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente.®%% A
administracdo da anestesia foi feita na sala da cirurgia, num ambiente tranquilo e de siléncio para
prevenir qualquer stress que, por si s6, pode condicionar a anestesia e ser até letal. A anestesia
nunca foi realizada junto de outros animais, pois as feromonas causariam ansiedade e stress nos
mesmos.

Antes de se iniciar a cirurgia, confirmou-se a profundidade anestésica verificando-se a
auséncia do reflexo de pedal através de uma pressdo moderada sobre a pata posterior. Os sinais
vitais do animal e a profundidade da anestesia foram monitorizados durante toda a cirurgia. Os
animais sob anestesia geral foram posicionados em decubito ventral com os membros dianteiros e
traseiros em completa abducdo, tendo-se o cuidado de os membros dianteiros ndo ficarem em
abducao extrema para que ndo se provocasse a depressao respiratéria.

A anti-sepsia cutanea foi realizada com uma solugcdo de alcool iodado a 20 %, tendo em
atencdo o volume utilizado para prevenir os casos de hipotermia. Foram respeitadas as normas de

assepsia cirdrgica e de prevencéo da infeccao.
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Figura 2.2 - Musculo Bicipite Femoral seccionado (seta).

Figura 2.3 - Nervo isquiatico exposto.

Cuidados Peri-Operatdrios

343536 g6 nao forem

E vital para o animal ter-se em conta os cuidados peri-operatorios.
cumpridos estes cuidados, existe o risco de se pdr em causa toda a experimentacdo, ou seja, a
cirurgia que se esta a realizar e até mesmo a sobrevivéncia do animal. Fazem parte destes cuidados
a manutencdo da temperatura do animal, a prevencao da desidratacdo, a prevencdo da secura dos

globos oculares e a hidratacdo da boca. Assim, sempre que a cirurgia se poderia prolongar além dos
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30 minutos, para prevenir a hipotermia, foi utilizada uma placa de temperatura controlada ou, entéo, o
animal foi coberto com compressas aquecidas.Terminada a cirurgia o animal foi mantido numa area
de recobro a 25-30 até acordar da anestesia, ou seja, até ja deambular.

Outro dos cuidados peri-operatérios a respeitar € a prevencdo da desidratacdo, que se faz
através da administracdo de 0,3 ml/kg de Soro Fisiol6gico intra-peritoneal ou subcutaneo, tanto no
intra-operatério como no pos-operatorio. Por outro lado, para prevenir a secura dos olhos, aplicaram-

se gotas de soro fisioldgico ou de lagrimas oftalmicas®* %%

, No intra-operatério e no final da cirurgia.
Terminada a cirurgia, foi sempre administrada agua por via oral, na quantidade que o animal

deglutou.

Analgesia

O reconhecimento e a gestdo da dor fazem parte dos bons cuidados do pds-operatério, tendo
sido reconhecidos e controlados os sinais de sofrimento de uma forma sistematica.***%

Esses sinais de sofrimento podem traduzir-se na recusa por parte do animal de se alimentar
ou de beber 4gua, ou até pelo facto de demonstrar um certo grau de imobilidade. Nem sempre foram
observados sinais de sofrimento e também nem sempre nos foi possivel monitoriza-los nas primeiras
6 ou 12 horas do po6s-operatorio, razdo pela qual, imediatamente terminada a cirurgia, iniciAmos o
controlo da dor com a administragdo, por via oral, de Caprofen, nas doses diarias de 5 mg/kg, na
agua que tomavam, e que se assumia ser, diariamente, cerca de 10 % do seu peso.

Nunca usamos barbitiricos durante a cirurgia ou no pdés-operatério, nem durante a cirurgia
para a colheita das bidpsias, pois os mesmos poderiam levar ao desenvolvimento de vasodilatacéo,

afectando as cirurgias e os exames histologicos.

Eutanésia
A eutandsia foi realizada sob anestesia geral a todos os animais, ap6s a colheita dos nervos
isquiaticos intervencionados e do respectivo nervo isquiatico contra-lateral para a biopsia de controlo

333435 A colheita dos nervos para a histologia é sempre feita sob

para os estudos histoldgicos.
anestesia geral visto que o nervo é muito sensivel a isquémia, iniciando-se imediatamente a sua
decomposicao, o que pode alterar os resultados.

Da mesma forma da anestesia, a eutanasia foi cumprida num ambiente calmo, na sala da
cirurgia, sem a presenca de outros animais, ora pela administracdo de uma overdose de anestesia
geral, ora pelo método inalatério com isoflurano. A cadmara de eutanasia do Biotério da FCML foi
também utilizada no horério de funcionamento para os animais que, sob a anestesia geral, sofreram
as biopsias.

Antes de o animal ser colocado em saco proprio para a congelagdo e para a sua posterior

cremagdo, foram verificados, sempre, 0s sinais pés-morte.
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2.1.3. Regeneracdo Nervosa na Reconstrucdo de Defeito Nervoso por
Diferentes Condutos, na presenca de um fornecimento vascular axilal;

Estudo Experimental no Rato Wistar

O estudo da regeneracdo nervosa na reconstrucdo de defeito de 10 mm de nervo foi
realizado em 90 ratos Wistar, divididos em dois grupos principais relativamente a presenca ou néo de
suprimento vascular axial.

Em 45 ratos Wistar foi criado um defeito de 10 mm no nervo isquiatico direito, preservando-se
0 plexo vascular epineural. Os ratos foram, ent8o, aleatoriamente submetidos a reconstrugdo do
defeito nervoso com um dos seguintes procedimentos: auto-enxerto do segmento de nervo excisado
(Grupo A, n = 15); enxerto autdlogo de veia jugular externa (Grupo B, n = 15); conduto produzido com
membrana amniética humana imunoinerte (Grupo C, n = 15). Os ratos foram avaliados
funcionalmente (avaliagdo das pegadas; electroneurografia e forca de flexdo ao nivel do tornozelo) e
estruturalmente (avaliagBes histologicas e morfométricas; taxa de recuperagéo do peso dos musculos
gastrocnémios e solhar; e marcagdo axonal retrograda com TrueBlue) as 4, 8 e 12 semanas.

Os outros 45 ratos Wistar foram submetidos aos mesmos procedimentos cirlrgicos que o
grupo anterior, mas sem a preservacdo do plexo vascular epineural. Os ratos foram submetidos a
reconstrucdo do defeito nervoso com procedimentos idénticos aos do grupo anterior: auto-enxerto do
segmento de nervo excisado (Grupo D, n = 15); enxerto autdlogo de veia jugular externa (Grupo E, n
= 15); conduto produzido com membrana amnidtica humana imunoinerte (Grupo F, n = 15). Os ratos
foram avaliados funcionalmente por electrofisiologia, avaliagdo histoldgica e morfométrica e através
de estudo por imunohistoquimica indirecta (as 4, 8 e 12 semanas).

Todos os procedimentos foram submetidos a aprovacdo pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Nova de Lishoa em concordancia com o European
Communities Council Directive of 24 of November of 1986 (86/609/EEC).

A Direccéo-Geral de Veterinaria, em 16 de Novembro de 2010, concedeu-me a competéncia
de (investigadora-coordenadora): «Ao abrigo do ponto iii), da alinea e), do n.° 3 da Portaria n.°
1005/92, de 23 de Outubro, é atribuido a Maria Angélica Rato Da Silva Roberto creditagdo como

pessoa competente (investigadora-coordenadora) para a pratica de experimentagao animal.»

2.1.4. Membrana Amniética Humana Imunoinerte

2.1.4.1. Consideracdes Gerais

A Membrana Amniética Humana, uma estrutura bioquimica complexa, € a camada mais
interna da placenta.*® E uma matriz ndo-vascularizada, composta por uma camada de epitélio ctbico
e POR uma membrana basal espessa, formada principalmente por colagénio tipo |, tipo Il e tipo IV,

laminina, fibronectina e outras glicoproteinas.*’
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Classicamente, a membrana amniética humana tem sido utilizada como penso biolégico,
sendo rejeitada ao fim de algum tempo.

Neste estudo, foi usada a membrana amnidtica humana (MAH) biocompativel e nao
biodegradavel, que foi tornada imunoinerte, conforme on método descrito por Maria Teresa Furtado
Ramos, Laura Maria Bugalhdo Costa e Maria Angélica Rato da Silva Roberto no Depdsito/Patente n.°
102589 do Instituto Nacional da Propriedade Industrial em 30 de Marco de 2001.*® Esse método
consiste, basicamente, na mumificacdo da membrana amniética, o que a torna imunologicamente
inerte. E eliminado o epitélio sem alteracéo da integridade da matriz extracelular (ECM), permitindo o
crescimento de células autélogas.

Esta membrana amnidtica tornada imunologicamente inerte foi objecto de estudos de
investigacao no rato Wistar, cujo grupo de trabalho integrdmos previamente, para demonstrar as suas
propriedades imunoldgicas e a sua possibilidade de utilizacdo na regeneracdo nervosa e cuténea in
vivo. Os trabalhos decorreram também no Biotério da FCM-UNL, tendo sido reconhecido com um
Prémio (referido no CV).

Com a membrana amniética imunologicamente inerte, ndo se verifica a rejeicdo na sua
aplicacdo, nem a necessidade da administracdo de imunossupressores. Provou-se também que tem

propriedades antifibréticas.>**

A membrana amniética humana imunoinerte que utilizdmos neste
estudo foi-nos gentiimente oferecida pela Delegacdo do Sul do Centro Portugués de

Histocompatibilidade através do Prof. Doutor Hélder Trindade e Dra. Josefina Oliveira.

2.1.5. Protocolo da Colheita de Membrana Amnidética Humana para

Transplantacao

O Gabinete Coordenador de Colheita e Transplante (GCCT) do Hospital de S. José
como Unidade de Colheita, em articulagio com o Banco de Tecidos do Centro de
Histocompatibilidade do Sul (BTCHSUL, Unidade de Processamento de Tecido), coordena, no
Servico de Ginecologia e Obstetricia da Maternidade Magalhdes Coutinho (Hospital D. Estefania,
CHLC, EPE), a colheita de residuo cirdrgico e de membrana amnidtica, cuja utilidade terapéutica
tem-se vindo a impor em diversas areas da medicina.

Os Servicos de Oftalmologia e de Cirurgia Plastica do Centro Hospitalar de Lisboa Central, EPE,
tém uma longa experiéncia na utilizagdo da membrana amnidtica com resultados terapéuticos bons
e comprovados.

A membrana amniética como residuo cirdrgico é obtida com o consentimento informado das
parturientes de cesarianas programadas, caso nao haja ruptura do saco amniético.

Os critérios para a excluséo de dadoras séo os critérios gerais validos para a exclusdo de dadores
de 6rgaos e tecidos, nomeadamente no que se refere a exclusdo daqueles que oferegam risco de
transmissdao de doencas infecciosas ou neoplasicas, além de critérios especificos para a
membrana amniética como gravidez nao-vigiada; historia obstétrica com alteragbes; miomectomia

prévia; presenca de sinais/sintomas de infeccdo neonatal; febre materna superior a 38 °C no dia do
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parto; gestacédo inferior a 36 semanas; presenca de meconio no liquido amniotico; colo com dilatagdo
total; rotura das membranas; e patologia vascular materna.

As gravidas propostas para cesarianas electivas que cumpram os critérios de inclusdo no
programa sao abordadas pelo seu médico obstetra no sentido de lhes ser proposta a doacdo da
placenta para fins terapéuticos e para a sua autorizacdo para a realizacdo de testes
serolégicos indispensaveis para que a doagdo possa ser concretizada.

No dia do parto, é feita a colheita de sangue para os testes seroldgicos para o despiste de
infeccdo por Hepatite B, Hepatite C, VIH 1 e 2, HTLV 1 e 2 e Sifilis (1 tubo de bioquimica/seco e 2
EDTA), a realizar pelo Banco de Tecidos do Centro de Histocompatibilidade do Sul (BTCH Sul). As
membranas sdo colhidas nas cesarianas programadas, no Bloco de Partos do Hospital D.
Estefania (CHLC, EPE), em dadoras seleccionadas pelo Coordenador do GCCT, e com a
obtenc¢&o do consentimento informado pela parturiente.

Apbs a colheita, a membrana e os tubos de sangue (1 tubo de bioguimica, 2 tubos de EDTA)
sdo transportados para o Banco de Tecidos do Centro de Histocompatibilidade do Sul (BTCH Sul),
para serem processados, por forma a permitir a sua utilizagdo terapéutica. As membranas cujas
dadoras tém analises negativas séo preparadas em “salas brancas” ISO Classe 5, certificadas.

A MAH imunologicamente inerte é preservada a -80 °C, o que lhe confere um prazo de validade

prolongado.

2.1.5.1 Acto de Colheita da MAH

A colheita da membrana amnidtica humana é feita durante a realizacdo da cesariana. Apoés
a verificacdo da aparente normalidade da placenta, esta € colocada, sucessivamente, em 3 sacos
estéreis com soro fisiolégico. A placenta e respectivas membranas, ja colocadas em 3 sacos estéreis
fechados, sdo identificadas e colocadas num saco de plastico comum que fica em contacto directo
com o gelo da mala térmica para o transporte imediato para o BTCH Sul.

O BTCH Sul é o responsavel por todos os procedimentos de preparagdo e controlo da

gualidade da membrana amnidtica colhida, bem como pelo seu correcto armazenamento.

2.1.5.2. Uso e Transplante de MAH

Em 1910, Davis foi o primeiro a descrever o uso de membranas fetais (dmnio e cérion) como
material cirdrgico no transplante de pele“, mas sem um grande sucesso pela rejeicdo que ocorreria.

No entanto, o uso de membrana amniética na cirurgia foi expandido na década de 1940,
tendo diversos autores descrito o seu uso no tratamento de uma variedade de doencgas oculares.**
Em 1975, houve varias descrigcbes sobre o uso da membrana amniética como auto-enxerto™* e
aloenxerto.”® Estes autores concluiram que os auto-enxertos de membrana amniética tornavam-se

estruturas permanentes, mas o seu uso como aloenxertos era rejeitado apés um dado periodo.*®
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Actualmente, a membrana amniética foi reconhecida como um excelente material para o
tratamento de certas doencgas oculares, tais como os defeitos epiteliais persistentes da cérnea com

45,46 1478 Também tem sido

ulceracdo™, o pterigio recorrente e a reconstrucao da superficie conjuntiva
utilizada como um penso biolégico.*®

O traumatismo do nervo periférico, muitas vezes, resulta numa perda funcional permanente
por nao ter ocorrido a regeneracdo. O nervo seccionado pode ser reparado através da sutura das
extremidades seccionadas, ou, se houver perda de substéncia, a repara¢céo pode ser feita com auto-
enxerto ou através de um conduto biologico ou sintético.® A reparacdo por simples sutura das
extremidades do nervo seccionado sé pode ser realizada se nao houver perda de tecido nervoso ou
se esta perda for de pequenas dimensdes. A reconstrucdo com auto-enxerto requer o uso de um

%021 resultando numa morbilidade da zona dadora.*

nervo do paciente
Varios materiais sintéticos®' tém sidos usados em condutos para permitir a regeneracdo do
nervo. A membrana amniética tem sido também utilizada como um conduto de nervo para promover a

53,54

regeneracdo do mesmo. Neste estudo, para criar um conduto de nervo biocompativel e n&o

biodegradavel, foi usada a membrana amniética humana imunologicamente inerte.**°

2.2. Técnicas de Estudo

2.2.1. Técnica da Injeccdo-disseccdo dos Vasos do Nervo Mediano do

Cadaver Humano

Como técnica anatomica para o estudo angiomorfolégico, a técnica de injeccdo vascular
permite uma melhor individualizacdo dos vasos superficiais levando a uma descrigcdo anatémica
pormenorizada da vascularizagdo do nervo, assim como a uma melhor compreenséo da relacdo entre
0s respectivos vasos.

Para a injeccdo dos vasos do nervo mediano do cadaver humano procedeu-se a exposicao

da artéria subclavia através de uma abordagem supraclavicularss'59

e, depois, seguiu-se a injeccdo
através da artéria subclavia de uma suspenséo coloidal de sulfato de barium a 20 % (Micropaque,
Nicholas Lab) misturado com gelatina comercial a 10 %, (em partes iguais) previamente aquecida a
37 °C e corada com pigmento vermelho (Pigment Tintolac Super, Robialac).

Os nervos medianos foram dissecados debaixo de uma lupa cirdrgica de aumento, da sua
origem na axila aos ramos terminais na méo, procedendo-se ao estudo da sua vascularizacao. Os
vasos do nervo mediano foram registados e, de seguida, removidos para serem sujeitos a técnica de
diafanizacao descrita no seguimento.

Para a obtencéo de moldes vasculares, injectou-se, através da artéria subclavia, uma solucéo
de uma resina acrilica denominada Mercox. Apds a completa polimerizacdo do produto, procedeu-se

a corrosao dos nervos medianos para serem observados em microscopia electrénica de varrimento
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%9 cuja técnica sera

de acordo com o0s protocolos correntemente empregados nesta instituicao
descrita em seguida.

Para os exames histolégicos, os nervos medianos previamente injectados na intravascular
com a solucéo corada foram fixados em formaldeido e sujeitos aos corantes hematoxilina-eosina e

Tricromico de Masson e, para a observacdo do endotélio dos vasos, foi usado o imunocorante CD-31.

2.2.2. Técnica Cirargica para a Injeccdo dos Vasos do Nervo Isquiético e

do Plexo Braquial no Rato Wistar para o estudo por diafanizagéo

Os procedimentos cirargicos a que foram sujeitos 0s animais de experimentacédo para a injec¢do
dos vasos, para o posterior estudo anatdmico por disseccao e para o estudo da vascularizagdo pela
técnica de diafanizac¢éo, foram os seguintes:

e Anestesia geral intra-peritoneal com Ketamina e Xilazina, numa dose de 90 mg/kg e de 10
mg/kg, respectivamente;?3334%

e Laparotomia mediana e colocag¢é@o de um cateter Abbocath de calibre 22G na aorta abdominal
e outro na veia cava (Figura 2.4);

e Exsanguinacdo dos animais e lavagem com cerca de 500 cc. de soro fisiolégico (cloreto de
sédio a 0,9 %) em perfusdo continua. Geralmente, é atingida a eutanasia nesta fase;

e Reposi¢do do volume sanguineo com solugéo de soro fisiolégico heparinizado (50 unid/ml);

e Fixacdo com injec¢éo de gluteraldeido a 2 %;

e Injeccdo na aorta abdominal de uma suspensdo coloidal de sulfato de barium a 20 %
(Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de gelatina comercial (em partes iguais)
aquecida a 37 °C e corada com pigmento vermelho, de acordo com as técnicas
correntemente usadas na nossa instituicéo;> *°

e Injeccdo na veia cava caudal de uma suspensdo coloidal de sulfato de barium a 20 %
(Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de gelatina comercial (em partes iguais)
aquecida a 37 °C e corada com pigmento azul, de acordo com as técnicas correntemente
adoptadas nesta instituicao. > *°
Apés a verificacdo de que a solucdo estava solidificada (aproximadamente 6 horas apds a

injeccdo em ambiente de 4 °C), os animais foram dissecados com o uso de um microscépio cirirgico

binocular (Leica M 651) para o estudo anatémico do Plexo Braquial e dos nervos isquiaticos e, em
seguida, estes foram removidos e diafanizados pela técnica descrita de seguida.
Foi registada a constituicdo e a distribuicdo do Plexo Braquial e dos seus ramos, bem como a

origem e o termo das artérias e veias que suprimem estes nervos. Foi também registada a

constituicdo e a distribuicdo do nervo isquiatico e dos seus ramos, bem como a origem e término das

artérias e veias que irrigam o nervo.
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Figura 2.4 - A - Injeccédo de Micropaque na aorta abdominal; B e C - Aspecto do rato apds a injecgéo.

2.2.3. Técnica Cirurgica para a Injeccdo dos Vasos do Nervo Isquiético e
do Plexo Braquial no Rato Wistar para o estudo em Microscopia

Electréonica de Varrimento

Os procedimentos cirdrgicos a que os animais de experimentacdo foram sujeitos para a
obtencdo de moldes vasculares e para a posterior observacdo em microscopia electronica de
varrimento, de acordo com os protocolos adoptados nesta instituicéo, foram os seguintes’ 5559

e Anestesia geral intra-peritoneal com Ketamina e Xilazina numa dose de 90 mg/kg e de 10

mg/kg, respectivamente;

e Cateterizacdo da aorta abdominal, das supra-artérias renais e da veia cava caudal;

e Exsanguinacao dos animais e lavagem com cerca de 500 cc. de soro fisiolégico (cloreto de

sédio 0,9 %) em perfusédo continua;

e Reposicao do volume sanguineo com solucdo de soro fisiolégico heparinizado (50 unid/ml);

e Fixacdo com injeccdo de gluteraldeido a 2 %;

e Injeccdo na aorta abdominal de solugcdo de Mercox para a obtencdo de moldes vasculares e

para uma posterior observagdo em microscopia electrénica de varrimento.

Apés a completa polimerizagdo dos produtos, os animais foram dissecados com o0 uso de um
microscopio cirdrgico binocular (Leica M 651) para a remocdo do Plexo Braquial e dos nervos
isquiaticos, para que estes fossem sujeitos a técnica de obtencédo de moldes vasculares e observados
em microscopia electrénica de varrimento, de acordo com os protocolos correntemente utilizados

nesta instituicao e descritos no seguimento.”>>°
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2.2.4. Técnicas de Avaliacdo Morfologica/Morfométrica e Estrutural do
Nervo Humano, do Nervo do Animal de Experimentacdo e da
Regeneracdo Nervosa na Reconstrucdo de Defeito de Nervo Isquiatico
do Rato Wistar

Na analise histologica obtém-se uma grande quantidade de informacdo morfolégica, mas o
seu valor sera significativamente reduzido se esta andlise estiver limitada a uma descricdo apenas
qualitativa.

Os dados histomorfométricos relativos ao nimero, densidade e dimensao das fibras nervosas
e vasos®®® podem dar-nos respostas a questdes importantes que surgem como, por exemplo, na
comparacao entre uma nova técnica microcirdrgica ou supra-microcirirgica e uma técnica tradicional
na reconstru¢do do nervo em caso de lesdo/seccdo. Assim, na maioria das situa¢gBes, uma andlise
morfo-quantitativa € fundamental para completar a avaliagdo morfoldgica, quer no nervo normal, quer
no processo de regeneragao.

Para o estudo quantitativo foi usado o programa ImagelJ (Aplicativo Java para o
processamento de imagens cientificas).

A imunocitoquimica ou imunohistoquimica é aplicada a todas as biopsias usando-se os
marcadores especificos para o tecido conjuntivo, os neurofilamentos, as células endoteliais, os
axonios mielinicos motores e os axénios sensitivos amelinicos.®”"*

Este método do estudo da morfologia, quer qualitativa, quer quantitativa, aplica-se aos nervos
do animal e do humano. Para o estudo morfolégico/morfométrico e estrutural do Nervo Isquiatico e do
Plexo Braquial do rato Wistar, do Nervo Mediano Humano e da regenera¢do nervosa na reconstrucao
de defeito de nervo isquiatico do rato Wistar, sob os aspectos morfolégico/morfométrico e estrutural
da regeneragédo nervosa, foram empregadas as seguintes técnicas:

e Técnicas de injecc@o-disseccao;
e Técnica de diafanizacéo;
e Técnica de Injeccdo-corrosdo para a microscopia electrénica de varrimento;
e Técnica Histolégica com marcadores especificos para:
- Neurofilamentos: Anticorpos anti-Neurofilamento;
- Endotélio: Anticorpos anti-CD-31;
- Axédnios mielinicos: Anticorpos anti-Acetilcolinesterase;
- Axédnios amielinicos: Anti-Periferina;
- Tricrébmico de Masson como marcador de tecido conjuntivo;
- Técnica de Marcacédo Axonal Retrégrada com marcador fluorescente;

- True Blue para a avaliacdo da regeneragéo nervosa sensitiva.
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2.2.4.1. Técnica de Diafanizacéo

A técnica de diafanizacdo utilizada neste estudo foi a desenvolvida por Spalteholz e

posteriormente modificada por Esperanca-Pina e Goyri O'Neill.”*"®

A técnica de diafanizacdo para
cortes ap0ds a injecgdo vascular consiste na transformagédo do parénquima num meio transparente,
para permitir a observacdo do trajecto e as relagBes dos vasos previamente injectados com uma
suspenséo coloidal de sulfato de barium a 20 % (Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de
gelatina comercial (em partes iguais) aquecida a 37 °C e corada com pigmento vermelho ou azul
(Pigment Tintolac Super, Robialac).

Depois da solidificagéo da mistura injectada, ocorrem as seguintes fases:

e fase de fixagéo: o 6rgéo é fixado em formol a 10 °C;

o fase de descoloragéo: o 6rgéo introduzido em &gua oxigenada 130 v (perdxido de hidrogénio
a 35 %) e diluida a 30 %, entre 6 e 24 horas, de acordo com a espessura do espécime;

o fase de desidratagdo: procede-se a desidratagdo em acetona de concentracao progressiva a
75 %, a 80 %, a 85%, a 90 % e a 93 %, a temperatura de -20 °C, durante 6 a 24 horas, de
acordo com a espessura do espécime;

o fase de transparéncia ou de diafanizacdo: finalmente, procede-se a transparéncia ou
diafanizacao da peca segundo a técnica desenvolvida por Spalteholz (1914). A pega € imersa
no liquido de Spalteholz, constituido por salicilato de metilo e benzoato de benzilo na
proporcao de 3:1, com aplicacdo de vacuo 0.2 bares durante 15 minutos. As pecas foram
estudadas e observadas através da lupa estereoscdpica marca MEIJI, modelo EMZ-13 TR-
Olympus com zoom, e do microscépio cirtrgico binocular (Leica M 651).

2.2.4.2. Técnica de Microscopia Electronica de Varrimento em Moldes
Vasculares

Os procedimentos cirlrgicos para a cateterizagdo dos vasos para a injeccdo de Mercox, quer
no modelo animal, quer no modelo humano, sdo os mesmos realizados para a diafanizacéo.

A técnica de injec¢do-corrosao para a obtencao de moldes vasculares para a sua observacéo
em Microscopia Electrénica de Varrimento consiste na fixagdo do érgao, por via intravascular, com
glutaraldeido a 2,2 %, tamponado com cacodilato de sédio a temperatura de 38 °C, seguindo-se a
injeccdo de Mercox previamente preparada com um catalisador, e deixando-se a pec¢a durante 15
minutos a temperatura ambiente. A corrosao é feita em varios blocos previamente preparados, numa
solucao de hidroxido de potassio a 7 %, seguindo-se a lavagem em &agua corrente e a secagem em
estufa a 37 °C.

O molde vascular é estudado numa lupa estereoscopica, realizando-se, depois, a sua
metalizacdo em ouro, numa atmosfera rarefeita contendo Argon EU, num Polarom, modelo SC507.

Concluida a metalizacdo em ouro, os moldes microvasculares sao observados no microscopio de
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varrimento JEOL, modelo JSM-5410, para o estudo morfoldgico e para a medicdo do calibre com a

aplicacdo do sistema SEMAfore’®, registando-se fotograficamente as imagens com interesse.

2.2.4.3. Técnica Histoldgica para Marcadores Especificos

A técnica histolégica, realizada no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital de S. José,

Centro Hospitalar De Lisboa Central, basicamente, processa-se da seguinte forma:

1.° Fixacéo
Depois de ser preparado um espécime do 6rgéo, este é fixado por um periodo nunca inferior
a 24 horas, variando com a espessura do espécime.

2.° Lavagem

Tira-se o excesso do fixador em agua corrente durante 20 a 30 minutos. Faz-se a inclusdo em
parafina, precedida da sua penetracdo do seguinte modo:

- Desidratagéo pelo alcoola 70°,90°, 95°e 100 ©;

- Desidratagéo pela acetona;

- Impregnagéo pelo xilol, dissolvente da parafina;

- Impregnagéo durante 24 horas, em banho de parafina mole;

- Impregnacao durante 2 horas, em banho de parafina mole;

- Para a inclusao definitiva, deita-se a parafina numa cassete.

3.°Corte
Para se obter os cortes das pegas com uma espessura de 5 um, é utilizado o micrétomo de
tipo “Minot”.

4.° Colagem

Segue-se a colagem dos cortes em laminas desengorduradas pelo alcool-éter, com agua
albuminosa. A colagem do corte realiza-se, entdo, usando-se uma placa de metal aquecida a
temperaturas sucessivamente maiores. De seguida, sdo colocadas na estufa durante 24 horas e,
depois, desparafinadas em xilol, variando o tempo de permanéncia na estufa de acordo com a
espessura do corte.

5.° Coloracéo

Os cortes sdo corados pela hematoxilina-eosina (hemalumen-eosina) e com os marcadores
especificos para este estudo:

- Neurofilamentos: Anticorpos anti-Neurofilamentos;

- Endotélio: Anticorpos anti-CD-31;

- Axonios mielinicos: anticorpos anti-Acetilcolinesterase;
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- Axonios amielinicos: anticorpos anti-Periferina;

- Tricrémico de Masson: marcador de tecido conjuntivo.

6. Montagem
Ap6s a coloracdo das laminas, estas sdo novamente desidratadas. A montagem faz-se
deitando-se na lamina e sobre o corte uma gota de balsamo de Canad4, colocando-se, entdo, sobre

ela uma lamela, com o cuidado de n&o deixar bolhas de ar. Finaliza-se limpando-se com xilol.

7.° Estudo morfométrico
As preparacdes histoldgicas que se obtiveram foram observadas num microscopio 6ptico
digital (Leica DMLB?2).

Para o registo deste estudo morfométrico, foram tiradas fotografias de todas as pecas
histolégicas dos diferentes imuno-marcadores, em véarias ampliacdes, totalizando um valor préximo
das 10 000 fotografias. Estas fotografias foram utilizadas para determinar, nas areas de seccao, a
densidade de axénios, o numero total de fibras e o nimero total de fibras axonais. Para evitar “o
efeito de margem”, foi aplicado o método de dissector bidimensional.””* As imagens foram

morfometricamente analisadas com o recurso ao programa Image 3.3

2.2.4.3.1. Técnica de Marcagao Axonal Retrégrada com Marcador Fluorescente

True Blue

A Técnica de Marcagédo Axonal Retrograda com Marcador Fluorescente True Blue tinha como
finalidade a avaliagdo da regeneragdo nervosa sensitiva. No final das 12 semanas apés a cirurgia, o
animal é submetido a marcadores retrogrados com True Blue (TB) para avaliar a recuperagédo da
correcta coneccdo anatémica do tracto sensitivo.

Ao 84.° dia, é feita uma injeccao intra-cutanea de 12 pl de True Blue 2,5 % (Sigma-Aldrich),
na parte mediana da face plantar da pata direita. Ao 10.° dia post injec¢do de TB , 0os animais sdo
eutanasiados para a realizagdo da excisdo dos mielomeros de L1 a L4 e dos respectivos ganglios
espinhais dorsais ou DRG (dorsal root ganglia), bem como das sec¢des coronais do cortex cerebral
nas areas motora primaria e somestésica priméaria. Estas partes do neuro-eixo sao imersas numa
mistura de 4 % de paraformaldeido e 10 % de sucrose num 1 M de PBS (phosphate buffered saline) a
um pH de 7.4, durante 4 horas.

Depois da fixacdo, os DRG séo transferidos para 15 % de sucrose em PBS durante, pelo
menos, 15 horas. Finalmente, os DRG séo transferidos para 30 % de sucrose em PBS, pelo menos
durante 15 horas e, no final deste tempo, sdo congelados em azoto liquido. De seguida, sao feitos

cortes de 20 pym de espessura no criostato.
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Os cortes, depois de descongelados, sdo montados numas laminas de vidro revestidas de

77,78

polilisina. Os DRG sao, entdo, examinados através da fluorescéncia no microscopio de

fluorescéncia (Leica DMIRE 2). A presenca de fluorescéncia € avaliada na secgao transversa maior.®

%77 A andlise

As imagens sdo morfometricamente analisadas com o recurso ao programa Image J.
estatistica é realizada com o programa estatistico PASW 20.0. A ANOVA é utilizada para comparar as
médias entre os diferentes grupos. O teste do Qui-quadrado é utilizado para comparar as proporcdes.

Um valor de p inferior a 0,05 é considerado estatisticamente significativo.

2.2.5. Técnicas de Avaliacdo Funcional na Regeneracdo Nervosa

Os métodos tradicionais para a avaliagdo da regeneragdo nervosa pos-lesdo e da sua

798081 o 3 histomorfometria’*®?, universalmente adoptados na

reparacao, tais como a electrofisiologia
neuro-regeneracdo experimental, podem n&o se correlacionar necessariamente com a recuperagao
motora e sensitiva.

Para a avaliacdo da recuperacédo funcional é importante descrever a sua sequéncia temporal
através de diversos métodos de natureza motora e sensorial e relaciona-la com a avaliacdo

828 para atingir este fim, foram aplicados varios métodos de avaliacdo neste estudo. A

morfolégica.
escolha dos testes funcionais a utilizar é de uma importancia crucial nos estudos de lesdo e de
reparacdo do nervo periférico e € um dos pontos mais essenciais que poderemos encontrar na
investigacao do nervo periférico.

As técnicas utilizadas para a avaliagdo funcional normal e pdés-regeneracdo nervosa no
animal de experimentacdo (avaliacdo das pegadas; eletroneurografia e forca de flexdo ao nivel do
tornozelo) foram as seguintes:

e indice de Funcionalidade do Isquiético: sciatic functionality index (SFI);
e Velocidade de Conducéo Nervosa Motora (MNCV) e da forca de flexdo ao nivel do tornozelo;
e Taxa de Recuperacdo Muscular (peso dos musculos gastrocnémios e solhear);

e Registo da fung&o em video.

2.2.5.1. indice de Funcionalidade do Isquiatico: sciatic functionality index (SFI)

A validacdo do indice de funcionalidade do isquiatico, sciatic functionality index (SFI) é

97784 para a

realizada antes da cirurgia, na 4.2 semana, poOs-cirurgia, e no final da experiéncia.
realizacdo deste teste, os animais foram colocados numa extremidade de um corredor de madeira
com 42 cm de comprimento e 8,2 cm de largura, conectado no final com uma caixa fechada e pintada
de preto para atrair o animal.” No ch&o do corredor é colocado um papel milimétrico para obter a
marca das patas posteriores que sdo pintadas com o azul-de-metileno. Os animais tém que ser

previamente treinados a caminhar no corredor.
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As seguintes medidas foram obtidas através da impressdo de ambas as patas experimentais
(E) e ndo-operadas (N): a distancia entre 0 1.° e 0 5.° dedos: toe spread (TS); a distancia entre 0 2.° e

0 4.° dedos: intermediate toe spread (ITS); e 0 comprimento da impresséo the print length (PL).%%*%°

77.78

A formula de Bain et al. foi usada para determinar o SFI'""". Um valor de SFI préximo de 100

representa uma total deficiéncia dos membros posteriores, enquanto um score de 0 indica a total

recuperacao do nervo isquiatico.®®*

2.2.5.2. Avaliacao da Velocidade de Conducdo Nervosa Motora (MNCV) e da

forca de flexdo ao nivel do tornozelo

Sob anestesia geral e directa, na visualizagdo do nervo isquiatico, foi medida a velocidade de
conducgdo nervosa motora (MNCV) dos dois membros com o equipamento Neuromatic 2000 M/C
Neuromyograph, como descrito por Varejéog. Depois de determinada a MNCYV, foi avaliada a forca da
flexdo em ambos os lados pela estimulacdo directa do nervo com o neuro-estimulador Plexival
Medival, um aparelho produtor de uma corrente eléctrica com as seguintes caracteristicas:
intensidade de 4.0 miliampéres; frequéncia de 4 Hertz; e 50 microsegundos de duracao.

A pata ficou em posi¢do de descanso e foi fixada ao dinamdémetro transdutor (Sauter FH-5)
com uma linha de sutura paralela a mesa. As leituras foram avaliadas para 30 segundos. Obteve-se
um valor médio destas leituras.
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Capitulo 3

3. A VASCULARIZACAO DO NERVO MEDIANO DO CADAVER
HUMANO

3.1. Consideracdes gerais

As capacidades do nervo periférico de regenerar e de reinervar os seus 6rgdos-alvo séo
reconhecidas hd mais de um século. Contudo, em caso de lesdo do nervo, sdo poucas as vezes em
que se atinge uma recuperacgéao funcional completa, apesar dos avancos importantes nas técnicas de
microcirurgia e do conhecimento actual do processo regenerativo. Os avangos nas técnicas cirirgicas
dependem muito do conhecimento da area anatémica para se poder intervir e, quando se trata da
vitalidade de um tecido, € muito importante respeitar a sua vascularizacéo.

Sendo o0 neurénio muito vulneravel a isquemia, é fundamental ter um conhecimento
pormenorizado da macro e da microvascularizacdo do nervo periférico para a compreensédo da sua
influéncia na regeneragdo nervosa. Com esse conhecimento pormenorizado sera, com certeza,
possivel descreverem-se novas técnicas cirlrgicas que permitam a reconstru¢do do nervo periférico
lesado com melhores resultados na prética clinica, particularmente no grau de recuperagcdo motora e
sensitiva.

Os nervos do membro superior estdo sujeitos, muito frequentemente, a lesées traumaticas,
quer pela compresséo exercida por estruturas circundantes, quer pela seccdo do nervo.”® No tunel
carpico € muito frequente o nervo mediano ser afectado por uma compressdo exercida pelo
ligamento anterior do carpico, desenvolvendo-se um quadro clinico tipico que é designado sindrome
do tunel cérpico. Estima-se que esta patologia tenha uma taxa de incidéncia de pelo menos 3 % na

145 Nos Estados Unidos da América, a sindrome do tiinel carpico esta associada

populacao em geral.
a 90 % das consultas dos doentes com disfuncéo do nervo periférico, 0 que corresponde a mais de
13 % do total das consultas com o médico de familia.*

Além disso, ndo s6 a compressdo no nervo mediano tem uma grande incidéncia, como
também estd associada a uma importante incapacidade funcional individual com graves

145 por exemplo, ap6s o tratamento cirtirgico da sindrome do tanel

repercussdes econémico-sociais.
carpico, mais de 10 % dos doentes continuaram sem trabalhar e um grande nimero deles reportou a
sua incapacidade para o trabalho e/ou para outras actividades.®

As lesbes originadas por seccdo do nervo, particularmente no caso do nervo mediano, sdo
menos frequentes do que as lesdes por compressao, mas ainda assim representam quase 3 % das
lesBes do membro superior que sao referenciadas pelas Unidades ou Centros de Patologia da Mao.*
Estas lesfes tém um prognoéstico pior do que as lesBes originadas por compressao e estao

associadas nao s6 a um grande encargo individual, mas também social (em relagao a socieda\de).z's'5
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Na Suécia, por exemplo, foi contabilizado que uma pessoa com uma secc¢do do nervo mediano no
antebraco representa um custo para a sociedade de 51 238 € nos primeiros anos apés a lesdo.>’

Por conseguinte, ndo é surpresa que numerosos estudos tenham sido feitos para permitir um
melhor conhecimento e um melhor tratamento das lesbes dos nervos periféricos, em particular do

2,4,8,9,10

nervo mediano. Assim, um conhecimento pormenorizado da vascularizacdo do nervo é de

grande importancia, quer na experimentacdo, quer na clinica, nomeadamente no planeamento e na

execucéo de retalhos nervosos livres, pediculados ou de retalhos compostos que incluem nervos.'**?

3.2. Anatomia Vascular do Nervo Periférico

3.2.1. Conceito de Angiosoma

A bibliografia existente sobre a vascularizacéo do nervo periférico, sobretudo aquela que se
refere a microvascularizagdo, quer humana, quer animal, e a sua influéncia na regeneracao nervosa,
€ escassa.

Taylor e Palmer, em 1987

, introduziram na medicina o conceito de "angiosoma" com 0s
seus estudos anatdmicos aplicados no campo da Cirurgia Plastica Reconstrutiva. Este conceito
delimita o corpo humano em areas vasculares tridimensionais com territdrios cutaneos, subcutaneos
e musculares, irrigados por artérias especificas e drenados por veias acessoérias e especificas
também. Cada angiosoma subdivide-se, por sua vez, em dois territérios: o territorio arterial, o
artériosoma, e o territério venoso, o venosoma.***°

O conceito de angiosoma explica as variagdes anatomicas dos vasos de diferentes regides do
corpo e divide o corpo humano em blocos vasculares tridimensionais que se relacionam entre si como
um puzzle. As zonas de inter-relac@o entre angiosomas adjacentes ocorrem, normalmente, ao nivel
da musculatura profunda. A maioria dos tecidos (muasculos, nervos, 0ssos e tenddes) é atravessada

por dois ou mais angiosomas. "’

3.2.2. A Vascularizagéo Arterial do Nervo Periférico

De acordo com a classificacdo de Taylor, podemos descrever 4 tipos de vascularizacédo
arterial dos nervos periféricos (Figura 3.1):
e O tipo A refere-se a um nervo ndo-ramificado, suprimido de uma forma segmentar por um
vaso paralelo;
e O tipo B refere-se a um nervo ramificado, suprimido da mesma maneira que o de tipo A;
e O tipo C refere-se a um nervo ndo-ramificado com um longo pediculo vascular que cursa no

epinervo;
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e O tipo D refere-se a um nervo ndo-ramificado com multiplos pediculos vasculares com
origem em diferentes vasos;

e Otipo E refere-se a um nervo ramificado com uma vasculariza¢do analoga a do tipo D.

A classificac@o de Taylor foi inicialmente idealizada para contribuir para a possibilidade de

uma transferéncia nervosa como retalho livre.***®

O uso desta classificagdo como um método pratico
para fornecer informacao relativa ao transporte da vascularizacéo dos nervos é importante.

Assim, relativamente a adequacdo para a transferéncia microvascular livre de nervo,
considera-se que o melhor nervo para esta transferéncia é aquele que possui uma vascularizacao
arterial do tipo A, enquanto o pior nervo para essa transferéncia microvascular € aquele que possui
uma vascularizacdo arterial do tipo E." Na Figura 3.2, ilustra-se o suprimento vascular arterial dos
nervos periféricos do membro superior. Os diferentes segmentos dos nervos estdo classificados de

acordo com os tipos descritos anteriormente, de A a E.

/7
Y 1k

p e 4558

(A e ® ® 0 %

Figura 3.1 - Representacao esquematica do suprimento vascular dos nervos periféricos
(segundo a classificacao de Taylor).
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Figura 3.2 - Diagrama simplificado que ilustra o suprimento vascular arterial dos nervos periféricos do membro
superior. Os segmentos dos nervos séo classificados através de uma escala de tipos, de A a E, de acordo com a
sua capacidade para a transferéncia vascularizada.

3.2.3. A Vascularizacdo Venosa do Nervo Periférico

1619 relativamente aos nervos do membro

Taylor identificou 4 padrdes de drenagem venosa
superior (Figura 3.3; Figura 3.4).

Embora muitas das vénulas nervorum sejam acompanhadas pelas artérias nutrientes do
nervo, elas estdo presentes num numero superior em relacdo as artérias. Em geral, as vénulas
nervorum drenam para a veia mais proxima ou para o plexo de veias.

Como tal, os 4 padrdes identificados por Taylor sdo os seguintes (Figura 3.4 A; Figura 3.4 B;
Figura 3.4 C; Figura 3.4 D):

e A - Drenagem Directa: Esta é a variedade menos comum na qual as vénulas nervorum,
geralmente de calibre grande, drenam directamente do nervo em direc¢cdo as veias
comitantes acompanhantes. Estas veias tém uma configuracdo caracteristica em forma de T
(Figura 3.3 A - nervo ulnar; Figura 3.4 A);

e B - Drenagem indirecta: Neste tipo de drenagem venosa, as vénulas nervorum tem origem
no nervo e juntam-se as veias que o cruzam, as quais dirigem-se para as veias comitantes.
Na maioria dos casos, estas veias intermédias derivam de musculos (Figura 3.3 B - nervo
mediano; Figura 3.4 B);

e C - Drenagem para o plexo venoso periarterial: Este € um padrdo muito comum de
drenagem venosa do nervo. Nos tecidos profundos, as arteriolas tém um percurso junto as
suas veias comitantes e estéo rodeadas por um plexo venoso riquissimo em veias finas que

drenam, por sua vez, em direccao as veias comitantes da artéria.

40



As vénulas nervorum, neste padrdo, sdo geralmente de menor calibre em relacdo aos
padrBes anteriores, e drenam directamente em direc¢@o ao plexo venoso periarterial (Figura
3.3 C - nervo radial; Figura 3.3 D - nervo isquiatico; Figura 3.4 C);

e D - Drenagem para o plexo venoso perivenos: Este padrédo é tipico da drenagem venosa
dos nervos cutaneos. Um plexo de veias pequenas drena em direccdo as veias grandes
subcutdneas. As vénulas nervorum drenam em direccdo a esse plexo perivenoso,
geralmente, depois de um percurso de vérios centimetros antes de o alcangarem (Figura 3.3
E - nervo cutaneo; Figura 3.4 D).

ULNAR MEDIANO RADIAL ISQUIATICO CUTANEO

«Cotovelo

4 Cotoveio

4Cotoyelo  Joelhow

Sie
e A B =S C (E)
L
Figura 3.3 - Diagrama esquematico dos quatro tipos de drenagem venosa (segundo a classificagdo de Taylor). A:
drenagem directa - nervo ulnar; B: drenagem indirecta - nervo mediano; C: drenagem para o plexo venoso
periarterial - nervo radial; D: drenagem para o plexo venoso periarterial - nervo isquiatico; E: drenagem para o
plexo venoso perivenoso - nervo cutaneo.
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Figura 3.4 - Representacdo esquematica dos tipos de drenagem venosa do nervo periférico. A: drenagem directa
para as veias comitantes do feixe neurovascular; B: drenagem indirecta para as veias préximas derivadas do
musculo; C: drenagem para o plexo venoso periarterial; D: drenagem para o plexo perivenoso.

3.3. Estrutura do Nervo Periférico

3.3.1. As Bainhas de Tecido Conjuntivo do Nervo Periférico

Os axonios, também designados fibras nervosas, estéo agrupados por um tecido conjuntivo
que é uma parte importante do nervo periférico, pois da suporte as fibras nervosas e a toda a
microvascularizagdo do nervo. De acordo com a sua localizagdo no nervo, o tecido conjuntivo &
designado epinervo, perinervo ou endonervo.

O epinervo é constituido pelo epinervo externo ou epifascicular e pelo epinervo interno

ou interfascicular. 2%

O epinervo externo ou epifascicular é constituido por um tecido conjuntivo
laxo que envolve todo o nervo. Por sua vez, o epinervo interno ou interfascicular é constituido pelo
tecido conjuntivo laxo onde se encontram os fasciculos dispersos.

O epinervo é constituido por colagénio de tipos | e lll, por fibroblastos, por tecido adiposo e
por numerosos vasos sanguineos longitudinais que formam o plexo vascular epineural (Figura 3.5).22
O plexo vascular epineural estabelece anastomoses com o0s plexos vasculares perineural e
endoneural (Figura 3.5).

O perinervo € a bainha densa de tecido conjuntivo que envolve, de maneira individual, cada
fasciculo, e é formado por um conjunto de Iaminas celulares e de fibras de colagénio (Figura 3.6).
Esta estrutura serve, assim, para proteger o conteddo do endonervo de agressdes externas e possui
ainda uma rede vascular importante que é designada plexo vascular perineural.

O endonervo é o tecido conjuntivo intrafascicular constituindo, assim, o meio conjuntival onde
se dispBem os axdnios. O endonervo é composto predominantemente por fibroblastos e por fibras de
colagénio de tipo I, as quais dispdem-se de uma forma paralela aos axénios. Os vasos capilares

existentes no endonervo formam o plexo vascular endoneural.
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Figura 3.5 - Representacdo esquematica das estruturas do nervo periférico onde se pode ver a relacdo das
bainhas do tecido conjuntivo (epinervo, epinervo interfascicular, perinervo e endonervo) com as fibras nervosas e
a vascularizag&o do nervo constituida pelo plexo vascular epineural, pelo plexo vascular perineural e pelo plexo
vascular endoneural, e as anastomoses entre eles.

.“ - o % At ..lA
: S0 U;~I>;‘$ ef@
Figura 3.6 - Imagens das ultra-estruturas do nervo periférico em MEV (ponto critico 500 x).
F - Fasciculo; PN - Perinervo; EP - Epinervo.
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3.3.2. A Microcirculacao do Nervo Periférico

O nervo periférico possui dois sistemas microvasculares integrados, mas funcionalmente
independentes e bem desenvolvidos, no epinervo, no perinervo ou no endonervo. Sao designados
sistema microvascular extrinseco e sistema microvascular intrinseco.”**®

O sistema microvascular extrinseco tem origem nos vasos arteriais e venosos vizinhos, bem
como noutros vasos de menor calibre, nos musculos adjacentes e no periésteo. Os vasos do sistema
extrinseco circulam num mesonervo e, quando atingem o epinenervo epifascicular, dividem-se em
ramos ascendentes e descendentes que se anastomosam com o sistema intrinseco, o qual, por sua
vez, € composto pelos vasos do epinervo interfascicular, pelo plexo vascular perineural e pelo plexo
vascular endoneural (Figura 3.5, Figura 3.7).

Os vasos sanguineos do epinenervo epifascicular, e que integram o sistema microvascular
extrinseco, e 0s vasos sanguineos do epinervo interno ou interfascicular caracterizam-se por serem
de maior calibre e por seguirem o eixo longitudinal do nervo. Estes vasos do plexo epineural formam
numerosas anastomoses com os vasos do plexo perineural, que também estdo orientados no sentido
do eixo longitudinal do nervo.

A partir do perinervo, os vasos cursam de forma obligua em direccdo ao espaco do

endonervo onde se anastomosam com o plexo vascular endoneural®*® (Figura 3.5).

Figura 3.7 - Nervo Mediano Humano, apés injeccao arterial de Micropaque e diafanizagdo, observado em lupa
estereoscopica e transiluminacéo (ampliagcao 20 x). 1 - Sistema microvascular extrinseco; 2 - Sistema
microvascular intrinseco.
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3.4. A Macrovascularizagcdo do Nervo Mediano Humano

O estudo da macrovascularizacdo do nervo mediano humano foi realizado em 15 cadaveres
humanos. Para esse estudo, procedeu-se a injeccéo na artéria subclavia, de uma suspensao coloidal
de sulfato de barium (Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de gelatina comercial (em
partes iguais) e corada com pigmento vermelho (Pigment Tintolac Super, Robialac). A abordagem da
artéria subclavia para a realizacdo da injeccdo do produto indicado foi uma abordagem anatémica
supraclavicular.®%

Os nervos medianos foram dissecados sob uma lupa cirlrgica de aumento, da sua origem na
axila aos ramos terminais na méo, procedendo-se, depois, ao estudo da sua vascularizagdo que nos
permitiu perceber que o nervo mediano tem origem na frente da artéria axilar por confluéncia das
raizes medial e lateral do plexo braquial. Da sua origem aos ramos terminais na mao, o nervo recebe
multiplos ramos vasculares das artérias axilar, braquial, radial, cubital, colateral, cubital inferior, cubital
recorrente, dos vasos inter6sseos anteriores e das arcadas palmares na mao (Figura 3.8). Da sua
origem e a partir das raizes medial e lateral, multiplos vasos suprimem o nervo, seguindo-o ao longo
de todo o seu comprimento (Figura 3.9).

De acordo com a classificagéo de Taylor sobre a vascularizagéo nervosa'®, o nervo mediano
segue o padrdo de tipo A no braco, o de tipo E no antebraco distal e proximal e o de tipo C em 1/3
médio do antebrago. O nervo interdsseo anterior e 0s nervos colaterais digitais palmares que sao
originarios do nervo mediano sdo seguidos, paralelamente, pelos ramos homénimos que apresentam
um padrao de tipo A. O nervo mediano humano recebe também muiltiplos ramos vasculares a partir
dos vasos vizinhos, particularmente daqueles que paralelamente ao nervo, mesmo sendo algo breve
(Figura 3.8; Figura 3.9).

Estes vasos fornecem ao plexo vascular epineural varios ramos ao longo do nervo de uma
maneira relativamente variavel. Acrescente-se que o nervo mediano humano recebe também ramos
dos vasos que suprimem os musculos vizinhos, particularmente onde os nervos originam ramos para
estes. Por ultimo, foi muito frequente observar os vasos sanguineos a acompanhar 0s ramos
nervosos destinados aos musculos, numa direccdo oposta a dos nervos, terminando com o
estabelecimento de anastomoses com o plexo vascular epineural®**® (Figura 3.9; Figura 3.11 A).

Concluido o estudo por dissec¢do, os nervos medianos foram removidos e foi realizada a

diafanizacdo pela técnica descrita no Capitulo 2°°%,

Pela observacdo através de uma lupa
estereoscOpica (marca MEILJI, modelo EMZ-13TR Olympus) e através de transiluminacéo (ampliacéo
20 x), foi possivel também identificar os vasos da microcirculagdo com um calibre menor, até 0,2 mm

(Figura 3.11 A; Figura 3.11 B).
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Figura 3.8 - Fotografia de aspecto medial da dissecc¢ao do brago direito. A - Demonstra os multiplos ramos da
artéria braquial em direc¢é@o ao nervo mediano; B - Demonstra, em pormenor, alguns desses ramos: 1 - artéria
braquial; 2 - veia braquial; 3 - nervo mediano; 4 - veia basilica; setas - ramos da artéria braquial em direc¢éo ao

nervo mediano.
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Inferior

Figura 3.9 - Fotografias do nervo mediano humano (A e B), injectado previamente com um contraste colorido
intravascular. Pode observar-se mdltiplos vasos nutritivos (setas) que suprimem 0s vasos epineurais do nervo
mediano humano. 1 - raiz lateral do nervo mediano; 2 - raiz medial do nervo mediano; 3 - nervo mediano.

Quanto a drenagem venosa do nervo mediano humano, de acordo com a classificagdo de
Taylor, pode considerar-se como sendo do tipo B, correspondendo a uma drenagem extraneural em
que as veias nervorum drenam, indirectamente, para as veias proximas, normalmente derivadas de

musculos (Figura 3.10).""*°
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Figura 3.10 - Nervo Mediano (seta 1) e a sua drenagem venosa indirecta (seta 2) para a veia proxima, derivada
de um musculo; drenagem venosa do tipo B.

3.5. A Microvascularizagcdo do Nervo Mediano Humano

Para o estudo da microvascularizagao do nervo mediano humano foram utilizadas as técnicas
da Diafanizacdo, a MEV e, ainda, a técnica da Histologia. Como ja foi referido, os 15 nervos
medianos injectados com Micropaque foram removidos e foi realizada a diafanizacdo utilizando-se a
técnica descrita no Capitulo 2.3%

Em 8 cadaveres humanos, foi injectada uma solugdo de Mercox na artéria subclavia
recorrendo-se & mesma técnica aplicada na injecgdo de Micropaque, para se obter moldes vasculares
que, posteriormente, foram observados utilizando-se a microscopia electronica de varrimento, MEV,
de acordo com a técnica descrita no Capitulo 2.%°%

Além disso, em 3 cadaveres, também previamente injectados na intravascular com uma
solugdo corada, os nervos medianos foram fixados em formaldeido a 10 % e preparados para o
exame histolégico, usando-se o0s corantes hematoxilina-eosina e Tricrbmico de Masson.
Adicionalmente, as sec¢bes dos nervos foram marcadas com o imunocorante CD-31 para a

observacédo do endotélio dos vasos.
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3.5.1. A Microvascularizagcdo do Nervo Mediano Humano pela Técnica de

Diafanizacao

Pela diafanizagdo do nervo mediano humano e pela observac¢édo das pecgas através de uma
lupa estereoscopica (marca MEILJI, modelo EMZ-13TR Olympus) e da transiluminag&o (ampliagdo 20
x) (Figura 3.7), foram identificados os vasos nutritivos que circulam num mesonervo, que tém origem
em vasos vizinhos do nervo e que suprimem o0s vasos epineurais do nervo mediano humano
integrando o sistema extrinseco (Figura 3.7, Figura 3.11 A).

Estes vasos, quando atingem o epinenervo epifascicular, dividem-se em ramos longitudinais
ascendentes e descendentes que se anastomosam com o sistema intrinseco, composto pelos vasos
do epinervo interfascicular, pelo plexo vascular perineural e pelo plexo vascular endoneural (Figura
3.5, Figura 3.7). Verificou-se também que o plexo vascular longitudinal epineural anastomosa-se com
0s vasos transversos e obliquos existentes na superficie do epinervo, emitindo mdltiplos ramos
obliquos que suprimem os plexos vasculares perineurais e endoneurais (Figura 3.11 A; Figura 3.11 B;
Figura 3.11 C).

Figura 3.11 - A - Fotografia da Diafanizacdo do Nervo Mediano Humano. Demonstra o plexo vascular longitudinal
epineural e os vasos anastomoticos transversos e obliquos na superficie do epinervo.
Os vasos epineurais (1) emitem miltiplos ramos obliquos que suprimem os plexos perineurais (2) e endoneurais
(3). Os vasos nutritivos (4) tém origem em vasos vizinhos, e suprimem 0s vasos epineurais do nervo mediano
humano.
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Figura 3.11 - B - Fotografia da Diafanizagdo do Nervo Mediano Humano onde se identificam os vasos epineurais
(1) emitindo multiplos ramos obliquos que suprimem os plexos perineurais (2) e endoneurais (3).

Figura 3.11 - C - Fotografia de corte transversal da Diafaniza¢do do Nervo Mediano Humano (ampliagéo 20 x).
Vasos epineurais (1); Vasos perineurais (2); Vasos endoneurais (3).
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3.5.2. Microvascularizacdo do Nervo Mediano Humano pela Técnica da

Microscopia Electronica de Varrimento

3.5.2.1. Breves ConsideracOes sobre a Identificacdo e a Interpretacdo de

Moldes Vasculares Observados em Microscopia Electrénica de Varrimento

Esperancga Pina (1986) adoptou uma nomenclatura baseada no calibre dos vasos inferiores a
200 ym, em cortes diafanizados, e através da microscopia electrénica de varrimento. O autor refere
que o estudo da microvascularizagdo apenas considera os vasos com calibres inferiores a 200 pm.3°

Segundo a sua classificagcdo da microvascularizagédo fazem parte: as arteriolas de 1.2 ordem,
com calibres compreendidos entre 200 e 100 um; as arteriolas de 2.2 ordem, com calibres
compreendidos entre 100 e 30 um; as arteriolas pré-capilares, as arteriolas terminais ou as
metarteriolas, com calibres compreendidos entre 30 um e o calibre dos canais preferenciais e
capilares; os canais preferenciais, com calibres compreendidos entre 10 e 15 um; os capilares, com
calibres compreendidos entre 5 e 12 um; as vénulas pés-capilares, com calibres compreendidos entre
0 calibre dos capilares canais preferenciais e 30 um; as vénulas de 2.2 ordem, com calibres
compreendidos entre 30 e 100 um; as vénulas de 1.2 ordem, com calibres compreendidos entre 100 e
200 um; e as anastomoses artério-venosas, com calibres entre 20 e 30 um.

Pela técnica da injeccdo-corrosdo para a obtencdo de moldes vasculares e para a posterior
observagdo dos mesmos em MEV, foi possivel distinguir as arteriolas e as vénulas, com base na
impressdo nos moldes vasculares dos nlcleos respectivos, das células endoteliais desses vasos.>*

Os capilares podem identificar-se pelo seu didmetro. Podem também ser identificadas as
estruturas individuais de cada tipo de vaso através das suas estruturas especificas, tais como as

valvulas venosas, as almofadas intra-arteriais e os esfincteres.

1. Vasos Arteriais

A impressao do nicleo das células endoteliais dos vasos arteriais, em molde vascular, tem
uma forma oval e esta orientada de forma paralela ao eixo longitudinal do vaso® (Figura 3.12 A;
Figura 3.12 B):
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Figura 3.12 B - Impresséo dos nucleos das células endoteliais da arteriola (setas), numa ampliagao 50 x.

2. Vasos Venosos
A impressdo do nucleo das células endoteliais da veia, em molde vascular, tem uma forma

circular e ndo tem uma orientacdo especifica em relacdo ao eixo do vaso® (Figura 3.13):
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Figura 3.13 - Impressao do nucleo das células endoteliais da veia (setas), numa ampliagéo 500 x.

3. Origem do Capilar

O capilar tem origem nas arteriolas pré-capilares, nas arteriolas terminais ou nas
metarteriolas, com calibres de 30 uym (Figura 3.14; Figura 3.15; Figura 3.16 A; Figura 3.16 B). O
calibre dos canais preferenciais varia entre 10 e 15 uym. Os capilares tém calibres compreendidos

entre 5e 12 uym.

18Ky Xiaa 1eAHEm 281211

Figura 3.14 - Origem dos capilares (seta). Ampliagédo 100 x.
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Figura 3.15 - Fotografia da origem dos capilares. 1 - arteriola; 2 - funil-chaminég; 3 e 4 - capilares.

Pormenor da Figura 3.14.

Figura 3.16 A - Origem dos capilares (seta), numa ampliagéo 100 x.
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Figura 3.16 B - Fotografia de pormenor da origem dos capilares. 1 - arteriola; 2 — funil/chaminé; 3 e 4 - capilares.
Pormenor da Figura 3.16 A.

4. Véalvulas Venosa
As vélvulas venosas apresentam-se como fendas profundas que representam o local dos

folhetos da valvula®® (Figura 3.17).

Figura 3.17 - Vélvula venosa (seta).

5. Véalvulas da intima Intra-arterial

As valvulas da intima ou “almofadas”™®

séo espessamentos longitudinais localizados na intima
arterial, na origem dos ramos colaterais. A sua fun¢do n&o é ainda claramente definida e é base de
discussdo sobre: se ha, de facto, clonagem celular a partir do fluxo axial do vaso original para o
interior do vaso-filho (ramo colateral); ou se tem a simples funcéo de esfincter; ou se tem as funcdes
de quimio-receptor ou de mecano—receptor.39 Estas valvulas da intima arterial foram encontradas em
muitas espécies, incluindo no Homem, e tém sido estudadas detalhadamente, por meio da MEV, em

orgéos de rato (Figura 3.17 A; Figura 3.17 B).
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Figura 3.17 A - Valvulas da intima. 1 - Vaso de origem “mée” arterial; 2 - Vaso ramo “filho”; 3 - Impressao intra-
arterial da “almofada”: valvula da intima na origem do ramo arterial (seta 3), numa ampliagéo 35 x.

Figura 3.17 B - Pormenor da Figura 3.17 A. 1 - Vaso de origem “mae” arterial; 2 - Vaso ramo “filho”;
3 - Impresséo intra-arterial da “almofada”: valvula da intima na origem do ramo arterial (seta 3).

6. Capilares

O capilar pode identificar-se através do seu diametro entre 5 e 12 ym (Figura 3.18):
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Figura 3.18 - Imagens de Capilares. Ampliagcao 500 x.

3.5.2.2. A Microvascularizacdo do Nervo Mediano Humano

Pela combinacéo dos estudos efectuados no nervo mediano humano através das técnicas da
Diafanizacdo, da MEV e da Histologia, foi possivel identificar os dois sistemas vasculares distintos,

»24-29

designados sistema “extrinseco” e sistema “intrinseco. O sistema extrinseco € composto por

vasos nutritivos que suprimem o sistema microvascular e por os vasos epineurais, enquanto o
sistema intrinseco € composto pelos plexos vasculares perineural e endoneural ou pelo
intrafascicular.

Os fasciculos sdo vascularizados de forma segmentada por vasos epineurais, e cada
fasciculo apresenta uma microvascularizacdo bem definida que € composta, por sua vez, pelo plexo
perineural e pelo plexo endoneural®®*?® (Figura 3.19; Figura 3.20).

A microvascularizagdo é constituida por vasos epineurais escassos que percorrem 0 €ixo
principal do nervo (Figura 3.11 A; Figura 3.11 B; Figura 3.21; Figura 3.22). Estes vasos apresentam
numerosas anastomoses entre eles e ao longo de todo o percurso do nervo (Figura 3.23).

Os vasos epineurais enviam muitos ramos obliquos que suprimem os plexos perineurais e
endoneurais. Estes dois plexos sdo muito densos, particularmente o ultimo, formando uma rede
robusta ao longo de todo o percurso do nervo (Figura 3.23; Figura 3.24, Figura 3.25). Os vasos

perineurais demonstram, também, uma direccao longitudinal predominante.
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Figura 3.19 - Grande ampliacédo de um corte transversal de nervo observado em MEV (ponto critico)

demonstrando o plexo vascular endoneural (ampliagéo 1 000 x).
1 - endonervo (seta vermelha); 2 - arteriolas; 3 - fibras nervosas ou axoénios; setas azuis — capilares.

L

7

¥ '/.l“v . A “:' \ .“'.‘)--.‘,
Figura 3.20 - Grande ampliacdo de um corte transversal de um nervo observado em MEV (ponto critico)

demonstrando um fasciculo (F) com o perinervo (P) e a sua vascularizac¢éo (A), e o plexo vascular endoneural (B
e C), numa ampliagédo 200 x.
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Figura 3.21 - Molde vascular apos a injec¢do arterial de Mercox. Observagéo prévia a metalizagdo do nervo
mediano humano no braco, em lupa estereoscopica, demonstrando (ampliacdo 10 x) o grande vaso epineural (1)
a enviar ramos obliquos que suprimem o0s vasos perineurais (2) e endoneurais (3).

18k~ 21089 1 B8 kn 28

Figura 3.22 - Nervo mediano humano no brago observado em microscopia electronica de varrimento (ampliacéo
100 x; barra 100 um). Pode ver-se o grande vaso epineural (1) e uma rede rica de capilares endoneurais.

59



hles™ "

Figura 3.23 - Nervo mediano humano no brago observado em microscopia electrénica de varrimento (ampliacéo
75 x; barra 100 ym). Pode ver-se os grandes vasos epineurais (1) enviando ramos obliquos que suprimem os

vasos perineurais (2) e endoneurais (3).
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Figura 3.24 — Outra imagem do nervo mediano humano no brago, observado em microscopia electronica de
varrimento (ampliagdo 75 x; barra 100um). Densa vascularizag&o epineural, perineural e endoneural e medicéo
do calibre dos vasos com aplicagdo do sistema SEMAfor.
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Figura 3.25 - Nervo mediano no brago, observado em microscopia electronica de varrimento (ampliagdo 50 x;
barra 500 ym). Pode ver-se inimeras anastomoses vasculares (setas) entre o plexo epineural (1), perineural (2)
e endoneural (3).

3.5.3. A Microvascularizacdo do Nervo Mediano Humano pela Técnica

Histoldgica

Histologicamente, o nervo mediano humano apresenta-se como um nervo polifascicular
(Figura 3.26). Pela coloracdo com hematoxilina-eosina pdde identificar-se a microvascularizagéo
constituida pelos vasos epineurais, perineurais e endoneurais (Figura 3.26). Através dos marcadores
especificos de células endoteliais (imunocorante DC31), também foi identificada a vascularizagéo

epineural, perineural e endoneural® (Figura 3.27).
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Figura 3.26 - Nervo mediano humano em microscopia Optica; coloragdo com hematoxilina-eosina (A)
demonstrando os vasos: epineural (1), perineural (2) e endoneural (3), numa ampliagéo 400 x.

Figura 3.27 — Uma secc¢éo de nervo mediano humano (B) em microscopia Optica (ampliagdo 100 x). Coloragéo
com imunocorante CD-31 a identificar os vasos epineurais (1), perineurais (2) e endoneurais (3).

62



Neste estudo, verificamos que o nervo mediano humano apresenta grandes vasos epineurais

relativamente escassos que percorrem o eixo principal do nervo. Estes vasos apresentam numerosas

anastomoses entre eles préprios ao longo de todo o curso do nervo. Os vasos epineurais emitem

muitos ramos obliquos que suprimem o0s plexos perineurais e endoneurais. Estes dois plexos sao

muito densos, particularmente o Ultimo, formando uma rede robusta através de todo o percurso do

nervo, visualizado através das imagens de MEV. Os vasos perineurais tém uma direccdo que é

predominantemente longitudinal.
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Capitulo 4

4. A VASCULARIZACAO DO PLEXO BRAQUIAL DO RATO
WISTAR

4.1. Introducéo

As lesbes dos nervos periféricos afectam, principalmente, a populagdo jovem, originando um
encargo socioeconémico significa’[ivo.l'6 Os resultados podem ser devastadores, particularmente se a
func@o da mé&o for comprometida. A m&o € um instrumento indispensavel para o trabalho e participa
na maior parte das actividades diarias, contribuindo fortemente para o bem-estar individual."® Além
disso, 0 membro superior é essencial para a interaccdo com o ambiente, permitindo o estudo dos
objectos pelo tacto, bem como a expressao pelos gestos, pela pintura ou pela musica.”

Embora tenham existido, nas décadas recentes, grandes avancos nas técnicas cirdrgicas
usadas na reparacdo das lesdes dos nervos periféricos, a recuperacdo funcional total permanece
ainda inatingivel em muitos doentes."*

O rato (Rattus norvegicus) é, provavelmente, a espécie animal mais frequentemente utilizada
nos estudos experimentais sobre a reparacéo nervosa.”® Nesta espécie, 0 nervo isquiatico tem sido o
centro de novos procedimentos experimentais na reparagéo do sistema nervoso periférico.g

Estudos recentes sugerem que os modelos que usam o plexo braquial (PB) do rato podem ter
véarias vantagens em relacdo ao nervo isquiatico, nomeadamente a baixa incidéncia de contracturas

9-14

articulares e a automutilagdo do membro operado. Além disso, o modelo do PB permite uma

rapida identificagdo da regeneragéo, pois 0 caminho a ser percorrido pelos axénios em crescimento €
menor nos membros anteriores do que nos membros posteriores do rato devido ao maior
comprimento do Gltimo.***

Acrescente-se que numerosos modelos tém sido desenvolvidos e validados para determinar
as fungbes motora e sensitiva do PB no rato, aumentando também, assim, a sua consisténcia para o

6,15-19

uso de modelos experimentais envolvendo o PB do rato. Estranhamente, contudo, a literatura é

muito limitada quanto a morfologia do PB do rato, e ainda mais escassa em relacdo a vascularizacéo

17 por esta razdo, entende-se que € importante contribuir para um melhor

destes nervos.
conhecimento da morfologia e vascularizagdo do PB do rato para estudos posteriores da

fisiopatologia, da regeneracao e da aplicagéo na clinica.
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4.2. Materiais e Métodos

Trinta ratos adultos com um peso entre os 300 e os 350 g foram sujeitos a anestesia geral
através de uma injeccédo intra-peritoneal com uma mistura de ketamina e de xylazina numa dose de
90 mg/kg e de 10 mg/kg, respectivamente.18 Os animais foram submetidos a uma laparotomia
mediana e eutanasiados através da colocacdo de um cateter na aorta abdominal e de outro na veia
cava para os exsanguinar. Foi reposto o volume sanguineo com uma solugéo de soro heparinizado
(50 unid/ml).

Em 25 animais procedeu-se a injeccdo de uma suspensdo coloidal de sulfato de barium
(Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de gelatina comercial (em partes iguais) e corada
com pigmento vermelho ou azul (Pigment Tintolac Super, Robialac). A solu¢éo vermelha foi injectada

1923 Os ratos foram dissecados com o uso

na aorta abdominal e a solucdo azul na veia cava caudal.
de um microscépio cirdrgico binocular (Leica M 651).

Foi registada a constituicdo e a distribuicdo do PB e dos seus ramos, bem como a origem e o
término das artérias e das veias que suprimem estes nervos. Posteriormente, em 20 dos 25 ratos
injectados, os nervos foram removidos e diafanizados segundo a técnica desenvolvida por Spalteholz
e, mais tarde, modificada por Esperanca-Pina e Goyri O’'Neill.***’

Estes nervos foram observados com uma lupa binocular para estudar a sua vascularizacao.
Em 5 dos ratos injectados, os nervos foram fixados em formaldeido a 10 % e preparados para uma
observacédo histoldgica, tendo sido corados com hematoxilina-eosina e com Tricromico de Masson.
Adicionalmente, as secc¢fes dos nervos foram marcadas com imunocorante CD-31 para a observacao
do endotélio dos vasos.

Finalmente, em 5 ratos, uma solu¢do de Mercox foi injectada na artéria aorta abdominal para
a obtencdo de moldes vasculares e, posteriormente, estes foram observados em microscopia

electrénica de varrimento, de acordo com os protocolos descritos no Capitulo 2.'9%%2®

4.3. Morfologia do Plexo Braquial no Rato Wistar

Em todos os animais estudados verificou-se que o PB é composto por ramos com origem nas
raizes ventrais de C4 a C8 e na T1. Em 57 % dos casos (n = 17) a raiz ventral de T2 estabelece uma
anastomose com a raiz ventral de T1, contribuindo, desta maneira, para a formacdo do PB.?° Este
ramo de T2, tal como o de C4 para o PB, é menor do que os restantes ramos que formam as raizes
do plexo. A disposi¢cdo mais comum dos constituintes do PB esta descrita na Figura 4.1 A.

Em 87 % (n=26) dos espécimes, verificou-se a existéncia de um ramo do segundo e/ou
terceiro nervos intercostais para os nervos cutdneos medial braquial e antebraquial (Figura 4.1 C). As
raizes emergem entre os musculos escalenos anterior e o mediano, formando o plano PB por baixo
da clavicula (Figura 4.1 A; Figura 4.1 B; Figura 4.1 C; Figura 4.2 A; Figura 4.2 B; Figura 4.2 C).
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Admitindo que existe uma clara homologia entre os elementos do PB do rato e os do Homem,
verificou-se que a origem dos diferentes ramos terminais e colaterais séo diferentes nestas duas
espécies.”® Por exemplo, ndo existem claramente cordas medial, posterior e laterais no plexo braquial
do rato.?’Além disso, o nervo mediano, por exemplo, normalmente com origem a partir de trés raizes
diferentes, representa o ramo terminal mais espesso do plexo braquial do rato®® (Figura 4.1 A; Figura
4.1 C).

Figura 4.1 A - Habitual disposi¢ao dos elementos constituintes do plexo braquial (PB) no rato Wistar. Aspecto
vertebral da dissec¢éo da pata direita demonstrando os varios ramos terminais e colaterais do PB, e a sua
associacgao intima com varios troncos arteriais maiores (amplificacéo 6 x).

1 - Nervo axilar; 2 - Nervo musculocutaneo; 3 - Nervo radial; 4 - Nervo mediano; 5 - Nervo ulnar;

6 - Nervo cutéaneo braquial medial; 7 - Nervo cutaneo antebraquial medial; 8 - Nervo escapular dorsal;

9 - Nervo supraescapular; 10 - Nervo para o musculo subclavio; 11 - Nervo subescapular superior;

12 - Nervo subescapular inferior; 13 - Nervo toracodorsal; 14 - Nervo longo toracico; 15 - Nervo peitoral lateral;
16 - Nervo peitoral medial; 17 - Nervo intercostobraquial; 18 - Artéria axilar; 19 - Artéria braquial;

20 - Tronco arterial acromial.
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Figura 4.1 B - Desenho esquemético da
disposicao mais habitual dos
constituintes do PB do rato Wistar, de
acordo com 0 nosso estudo.

1 - Nervo axilar;

2 - Nervo musculocutaneo;

3 - Nervo radial;

4 - Nervo mediano;

5 - Nervo ulnar;

6 - Nervo cutaneo braquial medial;

7 - Nervo cutaneo antebraquial medial;
8 - Nervo escapular dorsal;

9 - Nervo supraescapular;

10 - Nervo para o musculo subclavio;
11 - Nervo subescapular superior;

12 - Nervo subescapular inferior;

13 - Nervo toracodorsal;

14 - Nervo longo toréaxico;

15 - Nervo peitoral lateral;

16 - Nervo peitoral medial;

17 - Nervo intercostobraquial.

Figura 4.1 C - Aspecto ventral da
disseccdo da pata esquerda
expondo a anastomose usual entre
0 segundo nervo intercostal e os
nervos cutaneo braquial medial e
cutdneo antebraquial (amplificacéo
10 x).

6 - Nervo cutaneo braquial medial;

7 - Nervo cutaneo antebraquial
medial;

17 - Nervo intercostobraquial.
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4.4. A Vascularizacdo do Plexo Braquial no Rato Wistar

4.4.1. A Macrovascularizagao

A vascularizacao arterial do PB deriva directa ou indirectamente das artérias vertebral, axilar,
braquial e mediana, bem como das artérias derivadas directamente do arco aértico e dos troncos
arteriais acromial e cervical.?’ Estas duas Ultimas artérias s3o analogas ao tronco tireocervical
humano. Todas essas artérias emitem ramos diversos e variaveis para 0s nervos vizinhos, formando
um plexo arterial epineural notério & volta das raizes, troncos e ramos colaterais do PB* (Figura 4.2
A; Figura 4.2 B; Figura 4.2 C).

Os ramos arteriais para cada nervo sao muito variaveis, tanto em namero como em calibre,

mesmo nos dois lados de cada animal.

Figura 4.2 A - Fotografia da disseccéo
do plexo braquial direito do rato
expondo a vascularizacdo arterial do
plexo a partir das artérias vizinhas ao
nivel das raizes (ampliagdo 16 x).

1 - Artéria axilar; 2 - Artéria braquial; 3 -
Artéria vertebral.

Figura 4.2 B - Fotografia da disseccéo
do plexo braquial direito do rato
demonstrando a vasculariza¢é@o arterial
do plexo a partir das artérias vizinhas
ao nivel dos troncos (ampliagdo 16 x).

2 - Artéria braquial.

69



Figura 4.2 C - Fotografia da dissecgéo
do plexo braquial direito do rato
expondo a vascularizacdo arterial do
plexo a partir das artérias vizinhas dos
ramos terminais. Estas pequenas
artérias formam uma rede vascular por
cima da superficie dos nervos — plexo
arterial epineural (ampliagédo 25 x).

1 - Artéria axilar.

A drenagem venosa segue um trajecto similar as estruturas arteriais homonimas, drenando,
por fim, em direcdo as veias mediana, braquial, axilar e cefélica (Figura 4.3 A; Figura 4.3 B). As veias
gue drenam 0s nervos sdo mais numerosas do que as artérias, mas de menor calibre, tornando a sua
identificagdo dificil ao nivel epineural, mesmo com ampliagdes de 40 x.

Os nervos que ndo sdo acompanhados por vasos proeminentes recebem ramos vasculares
(artérias e veias) de pequenos vasos dos musculos vizinhos. Isto, por vezes, verificou-se mesmo nos
casos onde existiam grandes vasos nutrientes vizinhos, com vasos diminutos a interligar o sistema
vascular longitudinal epineural ao sistema vascular muscular vizinho. Frequentemente, viram-se o0s
vasos sanguineos que saiam da superficie dos musculos a acompanhar os ramos nervosos dos
mesmos (Figura 4.3 A; Figura 4.3 B).

Figura 4.3 A - Fotografia da disseccéo do plexo braquial direito demonstrando a vascularizacéo arterial
(vermelho) e venosa (azul) para os elementos nervosos. A drenagem venosa segue um curso paralelo a
vascularizacéo arterial (ampliacdo 16 x).

1 - Veia jugular externa; 2 - Veia axilar; 3 - Veia braquial; 4 - Nervo escapular dorsal.
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Figura 4.3 B - Pormenor do nervo
escapular dorsal, ilustrando o facto de
que, frequentemente, 0s nervos que
entram nos musculos recebem ramos
arteriais e venosos dos vasos que
irrigam 0s musculos vizinhos
(ampliacéo 25 x).
1 - Veia jugular externa; 2 - Veia axilar;
B 3 - Veia braquial; 4 - Nervo escapular
dorsal.

Alguns nervos sdo acompanhados por vasos relativamente grandes e constantes que
suprimem o seu plexo epineural, tornando possivel levantar estes nervos como retalhos nervosos
vascularizados (Figura 4.4 A; Figura 4.4 B; Figura 4.4 C).

Alguns exemplos destas associac¢des verificaram-se entre o nervo medial braquial cutédneo e
0s ramos dos vasos axilares (Figura 4.4 A e 4.4 B); entre os nervos lateral e medial peitoral e os seus
vasos homénimos que derivam dos vasos axilares (Figura 4.4 C); entre o nervo toracodorsal e 0s
vasos toracodorsais com origem nos vasos subescapulares; entre o nervo radial e os vasos braquiais
profundos emergidos da artéria braquial no lado dorsal do braco; entre o nervo musculocutaneo e um
ramo descendente do vaso humeral circunflexo ventral; entre o nervo mediano e os vasos medianos
ao nivel do antebraco; e entre o nervo ulnar e os ramos dos vasos braquiais (equivalente na espécie
humana aos vasos colaterais ulnar inferiores) no braco.

A rede paralela dos vasos e dos elementos do plexo braquial permite a mobilizag&do de vérios

nervos como retalhos vascularizados (Figura 4.4 B; Figura 4.4 C).
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Figura 4.4 A - Foto da dissecgéo da pata direita demonstrando a dissec¢ao do nervo cutdneo medial braquial
(ampliacéo 10 x). 1 - Nervo mediano; 2 - Nervo ulnar; 3 - Nervo cutaneo braquial medial.

Figura 4.4 B - Foto de grande ampliagdo demonstrando o paralelismo entre o nervo cutaneo braquial e uma

artéria e veia com origem e término, respectivamente, nos vasos axilares (ampliacdo 40 x).3 - Nervo cutédneo

braquial medial; 4 - Artéria acompanhando o nervo cutaneo braquial medial; 5 - Veia acompanhando o nervo
cutaneo braquial medial.
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Figura 4.4 C - Disseccao do
PB esquerdo demonstrando
a vascularizacdo arterial
(vermelho) e venosa (azul)
dos elementos nervosos. A
imagem expde 0S nervos
peitoral lateral e peitoral
medial a receber os vasos
homoénimos que comecam e
terminam nos vasos axilares.
6 - Nervo peitoral lateral;

7 - Nervo peitoral medial;

8 - Vasos a acompanhar o
nervo peitoral lateral;

9 - Vasos a acompanhar o
nervo peitoral medial.

4.4.2. A Microvascularizacao

As seccdes do PB coradas com hematoxilina-eosina, com Tricromico de Masson e com o
imunocorante CD-31 demonstram vasos sanguineos mdltiplos no epinervo, perinervo e endonervo
em todos os niveis, da extremidade proximal das raizes a porcao distal dos ramos terminais e
colaterais (Figura 4.5). Os vasos no epinervo sdo mais escassos e de maior calibre do que no
perinervo e, por sua vez, no perinervo os vasos sdo em menor namero e de maior calibre do que os
vasos no endonervo (Figura 4.5).

Os espécimes observados em microscopia electrénica de varrimento confirmaram estas
descobertas e demonstraram que os sistemas vasculares epineural, perineural e endoneural sédo
profusamente anastomosados ao longo de todo o comprimento e largura dos elementos do PB
(Figura 4.6).
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Flgura 4. 5 - Imagens de mlcrocopla optlca da vascularizagéo do plexo braquial. A: Foto de corte de raizes
ventrais C6 do plexo braquial do rato com coloracédo de hematoxilina-eosina a expor 0s vasos sanguineos
epineurais, perineurais e endoneurais (ampliagéo 40 x). B: Foto de uma seccao do tronco superior do PB do rato
corada com imunocorante CD-31 demonstrando os vasos sanguineos epineurais, perineurais e endoneurais

(ampliacéo 40 x).

Figura 4.6 - Num segmento de um molde vascular de corroséo do plexo braquial do rato (antes da metalizagdo)
do tronco superior é possivel observar uma densa rede vascular intraneural - o plexo vascular intraneural
(ampliacéo 40 x).
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Figura 4.7 - Plexo Braquial do rato num segmento de um molde vascular de corroséo do tronco superior onde é
possivel observar uma densa rede vascular epineural (A) com miltiplas anastomoses (seta) em direc¢éo ao
plexo vascular intraneural (B) (ampliagdo 75 x - barra 100 um).

Figura 4.8 A - Imagens de Microscopia electronica de varrimento da vascularizagdo do plexo braquial do rato.
Segmento de um molde vascular de corroséo do tronco superior onde se pode observar uma densa rede
vascular intraneural - o plexo vascular intraneural (ampliag&o 35 x - barra 500 um).
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Figura 4.8 B - Um segmento do tronco superior sem corrosdo demonstrando vasos numerosos (setas) a suprimir
a superficie do tronco nervoso e a formar um plexo vascular epineural (ampliagdo 35 x - barra 500 pm).

Figura 4.8 C - Um segmento sem corroséo de corte transversal da raiz C7 do PB, demonstrando uma artéria
epineural (seta) a percorrer obliquamente por cima do nervo e a formar parte do plexo epineural
(ampliagdo 50 x - barra 100 pm).
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Figura 4.8 D - Numa sec¢éo transversa dum molde vascular com corrosdo do tronco superior € possivel observar
0 denso plexo vascular intraneural (*) interligado aos vasos extraneurais vizinhos (setas)
(ampliagdo 50 x - barra 100 pm).

15kV X795 166pm 200802

Figura 4.9 - Numa seccao transversa do tronco superior sem corroséo é possivel observar o denso plexo
vascular epineural (1), intraepineural (2), perineural (3) e endoneural (4).
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Pode concluir-se que o suprimento arterial e venoso do PB do rato deriva directa ou

indirectamente dos vasos vizinhos.?’ Estes vasos formam plexos vasculares densos e interligados ao

epinervo, perinervo e endonervo.

Véarias componentes do PB do rato Wistar sdo acompanhadas, durante um trajecto

relativamente longo, por vasos sanguineos calibrosos e constantes que fornecem o seu plexo

epineural, tornando possivel o seu levantamento como retalhos nervosos e, incluindo, até, fibras

predominantemente motoras, sensitivas ou fibras mistas.
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Capitulo 5

5. A VASCULARIZACAO DO NERVO ISQUIATICO DO RATO
WISTAR E COMPARACAO ANGIOMORGOLOGICA COM O
NERVO MEDIANO HUMANO

5.1. Introducéao

O rato (Rattus norvegicus) tem sido largamente usado nos estudos experimentais da
reconstrucéo do nervo periférico, sendo até considerado o nervo mais utilizado nestes estudos.” *® 0
nervo isquiatico do rato tem sido tradicionalmente usado nos estudos experimentais como um
substituto do tipico nervo humano, particularmente do nervo mediano.**’

Pelos estudos feitos, tem-se assumido que estes dois nervos (o0 nervo mediano humano e o
nervo isquiatico do rato) sdo muito semelhantes nos aspectos mais importantes, nomeadamente no

6789 porém, falta o conhecimento do grau de

gue diz respeito a fisiologia na reparacdo nervosa.
semelhanc¢a da vascularizacao destes dois nervos.?? Isto, por sua vez, tem implicacbes potenciais e
significantes quando se estudam novas estratégias para a repara¢do do nervo mediano recorrendo-
se ao nervo isquiatico do rato como modelo.’®**

Uma vez que o suprimento vascular é considerado um factor fundamental para a reparacao
nervosa, quer no contexto experimental, quer no contexto clinico, nomeadamente na possibilidade de
planeamento e de execucéo de retalhos nervosos livres, pediculados ou de retalhos compostos que
incluem nervos’®*** entdo, é muito importante ter um conhecimento pormenorizado da
vasculariza¢do do nervo isquiatico do rato, bem como do nervo mediano humano, e investigar se ha
semelhangas na vascularizacao destes dois nervos.

Assim, neste estudo, compara-se sistematicamente a macro e a microvascularizacdo do
nervo isquiético do rato com a macro e a microvascularizagdo do nervo mediano humano, dando-se
uma importancia particular aos aspectos que podem ser de interesse experimental.

Trinta ratos adultos foram estudados em relagdo a vascularizacéo do nervo isquiatico. Estes
dados foram comparados com os dados obtidos numa andlise semelhante, em relacdo aos nervos
medianos de 26 cadaveres humanos. As técnicas utilizadas foram as descritas no Capitulo 2 deste

projecto, Materiais e Técnicas de Estudo.
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5.2. Material e Métodos

Trinta ratos adultos com um peso entre os 300 e os 350 g foram sujeitos a anestesia geral
através de uma injecgdo intra-peritoneal com uma mistura de ketamina e de xylazina, numa dose de
90 mg/kg e de 10 mg/kg, respectivamente.” Os animais foram submetidos a laparotomia mediana e

eutanasiados através da colocacdo de um cateter na aorta abdominal e de outro na veia cava para 0s
exsanguinar, e foi reposto o0 volume sanguineo através de uma solucdo de soro heparinizado (50
unid/ml).

Em 25 animais procedeu-se a injeccao de uma suspenséo coloidal de sulfato de barium
(Micropaque, Nicholas Lab) misturado com 10 % de gelatina comercial (em partes iguais), corada
com pigmento vermelho ou azul (Pigment Tintolac Super, Robialac). A solu¢cdo vermelha foi injectada
na aorta abdominal e a solu¢éo azul na veia cava caudal, de acordo com as técnicas correntemente
adoptadas na nossa instituicao.'®*

Os ratos foram dissecados utilizando-se um microscépio cirirgico binocular (Leica M 651).

Foi registada a constituicdo e a distribuicdo do nervo isquiatico e dos seus ramos, bem como
a origem e o término das artérias e das veias que irrigam este nervo. Posteriormente, em 20 dos 25
ratos injectados, os nervos foram removidos e diafanizados segundo a técnica desenvolvida por

2224 Egtes nervos foram

Spalteholz e, mais tarde, modificada por Esperanca-Pina e Goyri O’Neill.
observados através de uma lupa binocular para estudar a sua vascularizagéo.

Em 5 dos ratos injectados, os nervos foram fixados em formoldeido a 10 % e preparados para
uma observagédo histoldgica, sendo corados com hematoxilina-eosina e com Tricromico de Masson.
Adicionalmente, as sec¢bes dos nervos foram marcadas com o imunocorante CD-31 para a
observagédo do endotélio dos vasos.

Finalmente, em 5 ratos, uma solu¢do de Mercox foi injectada na artéria aorta abdominal para
a obtencdo de moldes vasculares e, posteriormente, estes foram observados em microscopia
electrénica de varrimento, de acordo com o0s protocolos correntemente adoptados na nossa

instituicdo.***

5.3. A Macrovascularizacdo do Nervo Isquiatico do Rato Wistar

Pela disseccdo do lado dorsal do membro posterior do rato, para o estudo da distribuicao
normal do nervo isquiético e da sua vascularizagdo, foi possivel perceber que o nervo isquiatico do
rato, com origem no plexo sagrado, recebe ramos dos vasos gliteo cranial, caudal e sagrado.

O nervo atinge a area dorsal da coxa através da incisura isquiatica. Neste compartimento, o
nervo recebe muitos vasos acompanhantes com origem nos vasos gluteos caudais que, por sua vez,
emitem os vasos comitantes do nervo isquiatico (Figura 5.1 A; Figura 5.1 B; Figura 5.1 C; Figura 5.1
D; Figura 5.1 E; Figura 5.1 F).

Na parte mediana da coxa, o nervo isquiatico recebe, a partir dos vasos circunflexo, femoral e

medial, um extenso feixe vascular com um calibre ligeiramente mais pequeno do que o calibre dos
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proprios vasos comitantes do nervo isquiatico (Figura 5.1 A; Figura 5.1 B; Figura 5.1 C). Os vasos
popliteos originam outros vasos em direc¢do a por¢ao distal do nervo isquiatico e aos seus ramos
terminais a volta da articulag&o do joelho (Figura 5.1 A; Figura 5.1 B; Figura 5.1 C; Figura 5.1 D).

Logo, seguindo a classificagdo de vascularizacdo de Taylor (ver Capitulo 3), o nervo
isquiatico do rato pode ser classificado como um nervo de tipo D.?*>?’ Assim, o nervo isquiatico do
rato, tal como o nervo mediano humano, recebe mdltiplos ramos vasculares a partir dos vasos
vizinhos, particularmente daqueles que seguem um curso paralelo ao nervo, mesmo que transitorio.
Estes vasos fornecem ao plexo vascular epineural varios ramos ao longo do nervo, de uma forma
relativamente variavel (Figura 5.1 D; Figura 5.1 E; Figura 5.1 F).

Também a semelhanca do nervo mediano humano, o nervo isquiatico do rato recebe ramos
dos vasos que suprimem os musculos vizinhos, particularmente onde os nervos fornecem ramos para
esses musculos (Figura 5.1 A; Figura 5.1 B; Figura 5.1 C). Foi também frequente observar 0os vasos
sanguineos a acompanhar os ramos nervosos destinados aos musculos com uma direc¢éo oposta a

dos nervos, estabelecendo anastomoses com o plexo vascular epineural (Figura 5.1 A; Figura 5.1 B).
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Figura 5.1 A - Percurso e distribuicdo do nervo isquiatico:
1 - nervo isquiatico; 2 - nervo peroneal comum; 3 - nervo caudal sural cutaneo; 4 - nervo tibial; 5 - ramo muscular
do nervo isquiatico; 6 - musculos glateos; 7 - musculos adutores; 8 - artéria poplitea: 9 - veia poplitea;
10 - artéria e veia femoral caudal.
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Caudal

Figura 5.1 B - Fotografia de um dos ramos terminais do nervo isquiatico (2 - nervo peronial comum) ilustrando o
contributo dos inUmeros vasos em redor, neste caso, dos vasos popliteos (8 - artéria poplitea; 9 - veia poplitea) e
dos ramos dos vasos que suprimem os musculos vizinhos (11), para o plexo epineural.

Figura 5.1 C - Fotografia realgando a proximidade topogréfica entre o nervo isquiatico (1), o nervo peroneal
comum (2) e os vasos maiores (3; 10) no dorso do membro, os quais fornecem ramos para 0s nervos.
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Figura 5.1 D - Ampliacdo de 25 x demonstrando o0s vasos epineurais (setas brancas) com um ramo transverso
anastomatico entre eles (ponta da seta preta); 8 - artéria poplitea; 9 - veia poplitea.
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Figura 5.1 E - Exemplo do contributo, para os vasos epineurais, dos ramos dos grandes vasos vizinhos
(8 - artéria poplitea; 9 - veia poplitea) e dos vasos fornecidos pela vascularizagdo dos musculos inervados por
aquele nervo (11;12). Estes ultimos vasos tém um percurso contrario ao do nervo.
1 - nervo isquiético; 2 - nervo peroneal comum; 3 - nervo caudal sural cutaneo; 4 - nervo tibial; 5 - ramo muscular
do nervo isquiatico; 6 - muasculos gliteos; 7 - misculos adutores; 8 - artéria poplitea; 9 - veia poplitea;
10 - artéria e veia femoral caudal; 11 e 12 - vasos para o nervo a partir dos muasculos vizinhos.
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Figura 5.1 F - Area incluida na caixa representada na Figura 5.1 E (ampliacdo de 25 x).
Pela dissecgédo do nervo isquiatico no microscopio cirargico binocular (Leica M 651) verifica-se que os vasos do
plexo epineural percorrem longitudinalmente todo nervo e anastomosam-se entre si profusamente
(Figura 5.2, Figura 5.3).

Figura 5.2 — Fotografia da dissec¢éo do nervo isquiatico (ampliagéo 25 x) ilustrando os vasos epineurais (1; 2) e
as anastomoses entre eles (3).

86



Figura 5.3 - Fotografia da
dissecgdo do nervo isquiatico
(ampliagdo 40 x) ilustrando os
vasos epineurais (1) e as
anastomoses entre eles (seta).

Pelo molde vascular de corroséo do nervo isquidtico do rato, antes da metalizacéo (Figura 5.4
A; Figura 5.4 B), pbde confirmar-se que a grande artéria isquiatica comitante segue o trajecto do
nervo desde a origem da artéria caudal glutea. Por sua vez, a artéria medial circunflexa femoral envia
uma artéria anastomotica, com origem no lado medial da coxa, para suprimir o nervo, tal como a
artéria poplitea contribui, por outro lado, para a vascularizagdo do nervo isquiatico perto da sua
diviséo terminal.

Pdde também verificar-se que 0s vasos epineurais e perineurais com origem na artéria
isquiatica comitante sdo profusamente anastomosados entre eles formando um plexo vascular
longitudinal ao longo do eixo maior do nervo (Figura 5.4 B).

Figura 5.4 A - Fotografia de um
molde vascular de corrosdo do
nervo isquiatico: (1) grande
artéria isquiatica comitante, (2)
artéria anastomoética suprimindo
0 nervo, (3) artéria poplitea
(ampliagdo 10 x).

Caudal
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Figura 5.4 B - Porcdo mediana
do nervo isquiatico
demonstrando 0s vasos
epineurais e perineurais com
origem na artéria isquiatica
comitente (1).

Estes vasos sdo profusamente
anastomosados entre  eles,
formando um plexo vascular
longitudinal ao longo do eixo
maior do nervo (amplia¢éo 40 Xx).

Pela técnica de Diafanizagédo, verificAmos também que os vasos epineurais e perineurais sao
profusamente anastomosados entre si formando o plexo vascular extrinseco que se dispde
longitudinalmente ao longo do eixo maior do nervo (Figura 5.5 A; Figura 5.5 B).

Na Figura 5.5 C, pode ver-se a relacdo topogréfica entre 0s vasos epineurais, perineurais e
endoneurais:

Figura 5.5 A - Fotografia do
nervo isquiatico do rato em
diafanizagdo, injectado com um
contraste colorido intravascular
(ampliagéo 16 x), demonstrando
o0 plexo vascular longitudinal
epineural (1).
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Figura 5.5 B - Fotografia do
nervo isquidtico do rato em
diafanizagdo, injectado com um
contraste colorido intravascular
(ampliagdo 25 x), demonstrando
multiplos vasos anastométicos

epineurais transversos e
obliguos na superficie do
epinervo.

1 - Vasos epineurais.

Figura 5.5 C - Fotografia em
diafanizagdo, de um corte
transverso do nervo isquiatico
do rato (amplia¢é@o 25 x).

1 - vasos epineurais;

2 - vasos perineurais;

3 - vasos endoneurais.

5.4. A Microvascularizagc&o do Nervo Isquiatico do Rato Wistar

Os estudos efectuados no nervo isquiatico do rato Wistar através da Diafanizagdo, da MEV e

da Histologia, & semelhanca dos estudos realizados recorrendo-se aos mesmos métodos, no nervo

mediano humano, permitiram-nos identificar, também, os dois sistemas vasculares: o sistema

vascular “extrinseco” e o sistema vascular “intrinseco”. O sistema vascular extrinseco € composto

pelos vasos nutritivos existentes no epinervo externo e no epinervo interno, formando o plexo

vascular extrinseco epineural. O sistema vascular intrinseco é constituido pelo plexo perineural e pelo

plexo intrafascicular ou endoneural (Figura 5.5).

A semelhanga do nervo mediano humano, cada fasciculo do nervo isquiatico do rato Wistar

apresenta uma microvascularizagdo intrinseca bem definida, composta pela combinacdo do plexo
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vascular perineural com o plexo vascular endoneural.”'%?*%

O nervo isquiatico do rato Wistar, a
semelhanga do nervo mediano humano, apresenta também grandes vasos epineurais relativamente
escassos que percorrem o eixo principal do nervo. (Figura 5.4 A, Figura 5.4 B).

Em MEV (Figura 5.6), foi possivel verificar que 0s vasos epineurais e perineurais apresentam
numerosas anastomoses entre eles proprios ao longo de todo o percurso do nervo. Os vasos
epineurais enviam muitos ramos obliquos que suprimem os plexos perineurais e endoneurais (Figura

5.6). Estes dois plexos sdo muito densos, particularmente o Ultimo, formando uma rede robusta ao

longo de todo o percurso do nervo (Figura 5.6).

S.EMRVI RS0

H . FaLY w3 “
Figura 5.6 - Imagens de microscopia electrénica de varrimento da vasculariza¢do do nervo isquiético do rato: (A),
por¢éo proximal, (B) porgéo distal e (C) porcéo intermédia do nervo isquiatico do rato demonstrando o arranjo
predominantemente longitudinal dos vasos sanguineos do epinervo e do perinervo ao longo do maior eixo do
nervo e dos seus ramos terminais. D: Grande ampliagdo do nervo isquiatico do rato demonstrando os vasos do
endonervo a formar um denso plexo vascular que recebe multiplos ramos de grandes vasos que vém, de forma
obliqua, dos vasos perineurais. E: Grande ampliagdo do nervo isquiatico do rato demonstrando multiplas
anastomoses (ponta das setas) entre os vasos endoneurais.
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Histologicamente, o nervo isquidtico do rato é oligofascicular, contrariamente ao nervo
mediano humano que € polifascicular (Figura 5.7 A, Figura 5.7 B). Contudo, analisando a

microvascularizac¢édo destes dois nervos podemos concluir que esta € muito similar.

Figura 5.7 A - Fotografia da vascularizagdo
do nervo isquiatico do rato em microscopia
Optica, numa ampliacdo 40 x da seccao do
nervo, corada com hematoxilina-eosina para
mostrar 0s vasos sanguineos epineurais (1),
perineurais (2) e endoneurais (3).

Figura 5.7 B - Fotografia de amplia¢cdo 100 x
de uma sec¢do do nervo isquidtico do rato
com imunocorante CD-31 para mostrar 0s
vasos sanguineos epineurais (1), perineurais
(2) e endoneurais (3).

Uma das principais limitagBes do nosso trabalho foi o facto de que ndo conseguimos avaliar,
de forma precisa, a localizacdo e a medida de todos os vasos individuais que suprimiam o0 nervo
isquiatico do rato e o nervo mediano humano. Isto deveu-se a extrema fragilidade e ao pequeno
didmetro de muito destes vasos, 0 que impediu a preservacao da sua integridade durante a
disseccdo. Esta dificuldade foi também referida por muitos autores que estudaram a vascularizacéao

10,15,34,35

dos nervos. Contudo, a finalidade de estudar a macro e microvascularizagdo do nervo

isquiatico do rato e do nervo mediano humano nunca foi alcangada antes. Este conhecimento é

considerado o mais relevante para propésitos experimentais.’*%243%
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Capitulo 6

6. Reconstrucdo de defeito de nervo periférico com
utilizacdo de diferentes condutos e na presenca de um

fornecimento vascular axial; modelo animal o rato Wistar

6.1. Introducao

A reparagéo cirargica de qualquer les@o de nervo periférico obriga ao uso de técnicas
de microcirurgia e de equipamento apropriado. A seccdo do nervo periférico, muitas vezes,
resulta numa perda funcional permanente se 0os meios e as técnicas cirlrgicas nao forem as
mais convenientes.

A reparagéo do nervo lesionado por simples sutura das extremidades seccionadas sé
pode ser feita se ndo houver perda de tecido nervoso, ou se esta perda for de dimens8es
pequenas, pois a regeneragcdo nervosa so € atingida de uma forma eficaz se a continuidade do
nervo for restabelecida através de uma sutura directa sem tensdo das respectivas
extremidades seccionadas.

No caso de existir uma perda de substancia de tecido nervoso, a reparagdo na clinica é
geralmente feita com auto-enxerto de nervo ou através de um conduto biolégico ou sintético’. A
maior limitacdo para 0 sucesso da reparagdo de uma lesdo extensa do nervo periférico é a
existéncia de um numero restrito de opc¢des para a reconstrucdo do nervo periférico,
particularmente quando existe perda de substancia de nervo.”’ Além disso, os tradicionais
enxertos de nervo ndo sé sdo poucos, como também estdo associados a morbilidade da zona
dadora®®, como o caso da perda de sensibilidade por serem nervos sensiveis ou como a
existéncia de neuromas com sequelas dolorosas. Por isso, tém sido procuradas alternativas
para o autoenxerto com varios condutos artificiais de nervo, hoje em dia, utilizadas para criar
uma ponte em pequenos defeitos de nervo.®**

Porém, inicialmente, estes condutos nervosos artificiais ndo sdo vascularizados e o seu
interior depende da neoangiogenese para obter a sua prépria vascularizagdo sanguinea. % Isto
€ um aspecto vital da fisiologia da reparacao nervosa, porque ha evidéncias substanciais que
apoiam o facto de que a vascularizagcéo local é crucial para obter a maxima regeneracéo do
nervo periférico, especialmente nos casos associados a lesdo dos tecidos moles.'®®
Acrescente-se ainda que o uso de um conduto artificial para a reconstruc¢do de nervo numa
ferida contaminada ndo é o ideal devido ao risco de infecgéoz'7. Nestes casos que sdo
frequentes na pratica clinica, um conduto biolégico é preferivel.*”

E também importante referir que, a partir do segmento proximal da lesdo nervosa, os
neurénios ao iniciarem a regeneracdo em direccdo ao segmento distal* terdo que migrar
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através da obstrucdo motivada pela presenca dos fasciculos do auto-enxerto®. Existe, assim,
uma vantagem relevante e uma justificacdo para o uso de um conduto de nervo em vez do
auto-enxerto. E, por isso, importante encontrar um método que substitua o uso do auto-enxerto
de nervo, promovendo a melhor regeneracédo nervosa com uma recuperacdo funcional muito
proxima do normal, sem sequelas significativas.

Tém sido ainda usados varios materiais sintéticos como poli-D e L-lactidas* em
condutos para permitir a regeneracdo do nervo. Normalmente, os condutos artificiais de nervo

s&o feitos de materiais absorviveis"*"%°

, € devem ter uma taxa e um tempo de degradagéo que
permitam que ele mantenha a sua forma e a sua permanéncia até a recuperacéo funcional ser
alcancada.”

Existem relativamente poucos estudos sobre o uso de membrana amniética e de veias
autélogas como condutos para a reconstru¢cdo de defeitos nervosos periféricos. Tem havido
alguns estudos experimentais®® e clinicos que envolvem enxertos de veia autéloga e

252731 N5o obstante,

aloenxertos com membrana amniodtica para reparar defeitos nervosos.
estes estudos sdo escassos e mostram que, ap0s o periodo inicial, durante o qual a
recuperacao é melhor com enxertos de veia ou aloenxertos de membrana amnidticas quando
comparados com os auto-enxertos de nervo, a médio-longo prazo, ha um resultado semelhante
com todas estas opcdes.”>

Uma explicacdo para estes resultados € o facto de que, inicialmente, os componentes
estruturais da veia e da membrana amniética promovem um crescimento nervoso vigoroso,
mas, posteriormente, podem estar associados a uma perfusdo sanguinea insuficiente do nervo

em crescimento, >332

N&o se sabe se a presenca de um suprimento vascular axial pode
melhorar o resultado obtido com a op¢&o do uso de veia autéloga ou de membrana amniética.

Neste estudo realizado em 45 ratos Wistar, mede-se a eficicia na reparagdo de um
defeito de 10 mm de comprimento do nervo isquiatico do rato. Esta reparacao foi feita com veia
autdloga, com tubo de membrana amniética humana imunoinerte e com o tradicional
autoenxerto nervoso na presenca de uma vascularizagao axial. Foi também feita a comparacéo
entre os resultados deste estudo e os resultados obtidos por um estudo idéntico realizado por
nds anteriormente, mas sem a presenca de vascularizagdo axial.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica da nossa Instituico.
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6.2. Material e Métodos

6.2.1. Obtencéao e preparacao dos diferentes condutos

6.2.1.1. Obtencao da veia jugular externa

Os condutos bioldgicos utilizados na reconstrucéo do defeito criado no nervo isquiatico
do rato Wistar foram a veia jugular externa autologa e o tubo de membrana amniética humana
imunoinerte. A veia jugular externa foi colhida previamente a exposicdo do nervo isquiético,
com o animal sob anestesia geral, posicionado em decubito dorsal, com os membros dianteiros
em abducdo, tendo-se o cuidado de ndo ficarem em abducdo extrema para que ndo se
provoque depressao respiratoria.

A anti-sepsia cuténea foi realizada com uma solu¢éo de alcool iodado a 20 %, tendo-se
em atencdo o volume usado para prevenir a hipotermia. Foram respeitadas as normas da
assepsia cirurgica e da prevencgédo da infeccao.

A abordagem da veia jugular externa foi feita através de uma incisdo cutanea
longitudinal no lado externo do pescoco do animal mantido em extensdo. Foram feitas
lagueacdes proximal e distal distanciadas entre si, por forma a permitir a remoc¢éo de 12 mm da
veia para a reparacdo do defeito de 10 mm que iria ser criado no nervo isquiatico do animal. A
veia foi mantida em soro fisiolgico até ser utilizada. Justifica-se a dimensdo de 12 mm de veia
para o enxerto de nervo para garantir a realizagdo das suturas ao nervo sem tensdo. Depois de
verificada a hemostase, foi encerrada a ferida cutdnea com Nylon 4/0.

Seguiu-se, entdo, a abordagem do nervo isquiatico em que o animal foi colocado em
decubito ventral com os 4 membros em abducao, tendo-se também o cuidado de os membros
dianteiros ndo ficarem em abdugdo extrema, para que ndo se provocasse depressado
respiratéria. A exposi¢do do nervo isquiatico foi feita através de uma incisdo cutanea na parte

externa da coxa e do afastamento dos musculos gluteos.

6.2.1.2. Elaboracéo de tubo de Membrana Amniética Humana Imunoinerte

A membrana amniética humana imunoinerte que usamos neste estudo e nos estudos
realizados anteriormente® estd descrita no Capitulo 1. Assim, a membrana amniética
imunoinerte, em doses individuais com 2 cm de largura e de comprimento, foi transportada do
Centro de Histocompatibilidade para o Biotério em condicdes que garantissem a sua
criopreservacao e, em seguida, foi feita a sua conservacdo na Camara existente no Biotério da
FCML a -80 °C, até ao dia da sua utilizacéo.

Para a utilizacdo da membrana, esta foi retirada da Camara a -80 °C no inicio da

cirurgia, e colocada em soro fisiolégico a temperatura ambiente para se obter a sua
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descongelagéo. Os tubos ou condutos de MAH foram constituidos com um didmetro e um

comprimento que garantissem a reconstru¢édo do defeito criado no nervo na sua totalidade, sem

constricdo dos topos do nervo, nem suturas que causassem tensdo entre o topo proximal e o
distal (Figura 6.1, Figura 6.2).

Figura 6.1. - A - Membrana amniética humana; B - Tubo de Membrana amniotica humana.

Figura 6.2. - C - Tubo de membrana
amniética humana interposto entre as
extremidades do nervo isquiatico
(ampliacéo 16 x).

6.3. Procedimentos Cirurgicos para a Reconstrucdo do Defeito

Nervoso

6.3.1. Consideracdes gerais

O modelo animal mais adoptado pelos investigadores no nervo periférico € o0 nervo
isquiatico do rato Wistar para o estudo das funcBes motora e sensitiva e da regeneragcéo
nervosa. Também optdmos por este modelo animal pelas semelhangas anatomo-
fisiopatoldgicas existentes entre o nervo isquiatico do rato Wistar e o nervo mediano humano,

particularmente da sua vasculariza(;éoaa, considerando-se que, mesmo em microscopia
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electrénica de varrimento para moldes vasculares, a morfologia entre os dois nervos é
indistinguivel. Esta semelhanca entre os dois nervos suporta o uso do nervo isquiatico do rato
Wistar como material de experimentacdo animal para o nervo mediano humano.*

No estudo actual e no anterior, o animal de experimentacéo utilizado foi o0 Rato Wistar,
proveniente do Biotério da FCM-UNL com alvara emitido pela DGV, de onde consta a
autorizacdo de utilizacdo de animais, pequenos roedores, ao abrigo do disposto na Portaria
1005/92 de 23 de Outubro. Todos os procedimentos praticados nos animais, inclusive a
eutanasia, regem-se pelas normas ja descritas no Capitulo 2, no que diz respeito as
Consideracoes Eticas e de Bem-estar do Animal.

Todas as intervencfes executadas no animal de experimentacdo foram realizadas
exclusivamente pela investigadora principal para que néo existissem desvios de ordem
individual.

6.3.2. Principios Basicos Cirurgicos no Animal de Experimentacéao

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados em ratos adultos da linhagem
Wistar, com um peso médio de 200-300 gramas, obtidos no Biotério da FCM-UN. Qualquer
procedimento que provocasse dor ou sofrimento ao animal foi realizado sob anestesia geral
através de uma injeccdo intra-peritoneal de quetamina/xilazina nas doses 90 mg/Kg e de 10
mg/Kg, respectivamente ou, na falta da xilazina, recorreu-se ao diasepan nas mesmas
proporgées.34 Nunca foram usados barbitaricos durante a cirurgia ou no pds-operatério, nem
durante a prépria cirurgia para colheita das biopsias, pois poderiam levar ao desenvolvimento
de vasodilatacé@o afectando os exames histoldgicos.

A cirurgia realizou-se com o animal posicionado em decubito ventral com os membros
dianteiros e traseiros em abduc¢do. Foram respeitadas todas a normas da assepsia cirirgica e a
anti-sepsia cutanea foi realizada com uma solu¢éo de alcool iodado a 20 %.

A exposicdo do nervo isquiatico direito obteve-se através de uma incisdo cuténea
transversal na parte externa da coxa, seguida da separagéo das fibras musculares do musculo
bicepede femoral, de modo que se pudesse expor 0 nervo isquiatico, permitindo a realizagao
das diversas técnicas cirtrgicas propostas neste estudo e ja publicadas por nés .

Terminados os estudos funcionais da regeneracdo nervosa, foram feitas as colheitas
dos nervos isquiaticos intervencionados e dos respectivos nervos isquiaticos contra laterais
para a biopsia para os estudos estruturais e morfométricos das pecas cirargicas.

E importante realgar que as colheitas dos nervos isquiaticos séo feitas sob anestesia
geral, idéntica a usada para as cirurgias, e ndo com o animal eutanasiado previamente, pois 0
nervo € muito sensivel a isquemia, iniciando-se muito precocemente alteragfes histologicas do
nervo. Apds estes procedimentos cirlrgicos foi realizada a eutanasia através de overdose por
anestesia geral ou na camara de CO, de eutanasia do Biotério da FCM-UN dentro do seu

horario de funcionamento.
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6.3.3. Procedimentos Cirurgicos

Sob condi¢Bes assépticas, em 45 ratos Wistar do sexo feminino, com um peso entre
200-300 gramas, foi excisado um segmento de 7 mm de nervo isquiatico dt., preservando-se o
plexo vascular epineural (Figura 6.3) e obtendo-se, assim, apoés a retrac¢ao dos topos do nervo

seccionado, uma solucdo de continuidade do nervo de 10 mm.

Figura 6.3 A - Plexo vascular epineural (setas); B - Excisdo de 7 mm de nervo isquiatico com preservagao
do plexo epineural (ampliagdo 25 x).

Os ratos foram, entdo, aleatoriamente submetidos a reconstrucdo do defeito nervoso
com um dos seguintes procedimentos: auto-enxerto do segmento excisado (Grupo A, n = 15);
enxerto autdlogo de veia jugular externa (Grupo B, n = 15); conduto produzido com membrana
amnidtica humana imunoinerte (Grupo C, n = 15).

No Grupo A (n = 15), o defeito nervoso de 10 mm, criado por uma excisdo de 7 mm de
nervo e com o0 plexo vascular epineural do sistema vascular extrinseco preservado, foi
reparado com autoenxerto do fragmento de nervo excisado (Figura 6.4), A neurorrafia foi feita
com pontos separados de Nylon 10/0, realizando-se uma anastomose epineuralza, segundo o

esquema que se apresenta na Figura 6.5.
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Figura 6.4 - Exemplo de auto-enxerto de nervo com
plexo epineural preservado; anastomose epineural
com pontos separados de Nylon 10/0 (ampliacdo 25

X).

Figura 6.5 - Representacdo esquematica de enxerto
... autologo de nervo com anastomoses epineurais.

No Grupo B (n = 15), o defeito nervoso foi reparado com uma ponte de enxerto de veia
jugular externa autéloga do rato Wistar. Procedeu-se, também, a excisdao de 7 mm de nervo
com a preservacdo do plexo epineural, e realizou-se a anastomose epineural com pontos
separados de Nylon 10/0, com a introducao prévia de cerca de 2 mm dos topos do nervo dentro
da veia, considerando-se, assim, a veia como o conduto orientador da regeneracdo nervosa
(Figura 6.6).
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Figura 6.6 - Exemplo de enxerto de veia jugular externa autologa do rato Wistar: A - Excisdo de 7 mm de
nervo com preservagao do plexo epineural (ampliagdo 16 x); B - Mostra o conduto de veia para realizar o
enxerto (ampliagédo 16 x); C - Anastomose da veia ao nervo para preenchimento do defeito criado
(ampliacéo 16 x); D - pormenor da anastomose epineural com introdu¢&o, cerca de 2 mm, do topo (1) do
nervo dentro da veia (amplia¢é@o 25 x).

No Grupo C (n = 15) o defeito nervoso foi reconstruido com um tubo de membrana
amnidtica humana imunoinerte. Procedeu-se, também, a excisdo de 7 mm de nervo com a
preservacdo do plexo epineural, e realizou-se, do mesmo modo, a anastomose epineural com
pontos separados de Nylon 10/0 e com a introducdo prévia de 2 mm dos topos de sec¢éo do
nervo dentro do conduto de MAH, tornando este conduto também orientador da regeneracdo

nervosa (Figura 6.7).
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Figura 6.7 - Exemplo de reconstru¢do com conduto de membrana amnioética humana. A - excisédo de 7
mm de nervo mantendo o plexo epineural integro (ampliagéo 25 x); B - conduto de MAH interposto entre
os topos do nervo (ampliagdo 25 x); C - pormenor que mostra a presenca de cerca de 2 mm de nervo
(chavetas) dentro do conduto de MAH e anastomose epineural (ampliagéo 40 Xx).

Os animais foram todos operados com o uso de um microscopio cirirgico estériotaxico
binocular (Leica M 651) e com material cirirgico especifico para microcirurgia. Os ratos foram
inspeccionados diariamente em relacdo a sinais de infeccdo, niveis de actividade do animal,

limpeza e sinais de auto-mutilagéo.34 O peso dos ratos foi avaliado semanalmente.

6.4. Avaliacdo da Regeneracéo Nervosa

Todos os animais, as 4, 8 e 12 semanas, foram avaliados funcionalmente e
estruturalmente. O estudo funcional foi realizado através da andlise do tracado da marcha, pela
electroneurografia e pela andlise da forca de flexao ao nivel do tornozelo as 4, 8 e 12 semanas.
O estudo estrutural das pegas operatoriasfoi também realizado em cada grupo, as 4, 8 e 12
semanas e logo depois do estudo funcional.

A colheita das pecas operatdrias e do nervo isquiatico de controlo foi realizada com o
animal sob anestesia geral, como ja referido previamente. Estruturalmente, foram, entao, feitas
avaliac6es morfoldgicas e morfométricas do nervo isquiatico proximamente e distalmente a
lesd@o e na zona de reconstrucdo. Foi também concretizada a avaliacdo do peso dos musculos
gémeos e solhear e foi feita a avaliacdo da recuperacéo das vias sensitivas com marcadores

axonais retrégrados de fluorescéncia através do uso de True Blue.
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Além disso, em cada grupo, as 12 semanas, um rato foi submetido a uma injec¢édo na
aorta abdominal de uma solucédo de Mercox para se obterem o0s moldes vasculares de corrosdo
da regido do nervo reconstruido, que foram observados com uma lupa binocular e, finalmente,
com um microscopio electronico de varrimento (JEOL JSM-5410), com uma voltagem de
aceleracdo de 1.2-30kV, de acordo com os protocolos correntemente adoptados pelos autores

da Instituicao.*®~*°

6.4.1. Avaliagdo Functional

6.4.1.1. Andlise do Tracado da Marcha e Calculo do SFI

Todos os animais foram submetidos a validacdo do indice de funcionalidade do
isquiatico ou sciatic functionality index (SFl), antes da cirurgia, as 4 semanas e no final da

101140 55 animais foram colocados numa extremidade de um corredor de madeira

experiéncia.
com 42 cm de comprimento e 8,2 cm de largura, interligado a uma caixa negra fechada no final
do corredor para atrair o rato para o escuro. Os animais foram treinados a caminhar no
corredor. No chdo do corredor foi colocado um papel milimétrico sobre o qual o animal

caminhou para a obtencdo da impressdo das pegadas das patas posteriores pintadas com

azul-de-metileno a 2.5 %, diluido em H,O (Figura 6.8).

Figura 6.8 - Fotografia do corredor de madeira onde se pode ver a impresséo das pegadas.

As medidas analisadas foram obtidas pela impressdo das duas patas posteriores,
considerando a pata direita como a experimental, designada (E), e a pata esquerda a de

controlo, ou seja, a do lado do isquiatico ndo-operado, designada (N).
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A distancia entre os 1.° e 5.° dedos é designada (TS), toe spread = Largura da Pegada.
A distancia entre 0 2.° e 4.° dedos é designada (ITS), intermediate toe spread = Largura
Intermédia da Pegada, e (PL), the print length = Comprimento da Impresséo da Pegada

(Figura 6.9).

Figura 6.9 A - Exemplo da impressao das patas do nervo isquiatico normal (N) e do nervo
isquiatico experimental (E); B - Fotografia da parte plantar da pata normal: representagdo anatomica dos
parametros para a obtengé&o do indice de funcionalidade do isquiatico - sciatic functionality index (SFI).
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Figura 6.10 - A Representagdo pratica
dos parametros numa pegada normal;

B - A mesma pegada normal sem a
marcacgdo dos parametros.

Figura 6.11 - A - Exemplo de
representacdo dos parametros nas
pegadas em marcha para o célculo do
SFI as 12 semanas num animal do
Grupo A,

N - pata normal; E - pata experimental
resultante de enxerto de nervo autélogo
com preservacao da plexo epineural;

B - O mesmo registo da impresséo das
pegadas em marcha sem a
representacdo dos parametros.
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Figura 6.12 A - Exemplo de
representacdo dos parametros
nas pegadas em marcha para o
calculo do SFI as 12 semanas
num animal do Grupo B;

N - pata normal;, E - pata
experimental  resultante  de
enxerto de veia autdloga com
preservacdo da plexo epineural;
B - O mesmo registo da
impressdo das pegadas em
marcha sem a representacdo
dos parametros.

Figura 6.13 - A - Exemplo de
representacdo dos parametros
nas pegadas em marcha para o
célculo do SFI as 12 semanas
num animal do Grupo C;

N - pata normal, E -
experimental  resultante  de
enxerto de MAH com
preservacdo do plexo epineural;
B - O mesmo registo da
impressdo das pegadas em
marcha sem a representacdo
dos parametros.

pata

Para determinar o SFI foi utilizada a seguinte formula de Bain et al.*® *!: SFI = -38,3.

Com esta férmula estima-se que um valor de SFI préximo de 100 representa uma deficiéncia

total dos membros posteriores, enquanto um score de O indica a recuperacgéo total do nervo

isquiatico.

11,40,41
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6.4.1.2. Medicdo da Velocidade de Conducdo Nervosa Motora (Motor
Nerve Conduction Velocity) - MNCV

Sob anestesia geral e com a visualizagao directa do nervo isquiatico, foi medida a
velocidade de conducdo nervosa motora (MNCV) nos dois membros com o equipamento
Neuromatic 2000 M/C Neuromyograph, tal como descrito por Varejgo.™

Figura 6.14 - Fotografia do rato em posi¢do exemplificativa para a obtencdo da MNCV.

Depois de determinada a MNCV, e com o animal ainda sob anestesia geral, foi
avaliada a forca de flexdo dos membros posteriores.

6.4.1.3. Avaliagdo da Forca de Flexado

A forca de flex&o foi avaliada nos dois lados pela estimulagdo directa do nervo com um
neuro-estimulador Plexival Medival. Este aparelho esta padronizado para ter uma corrente
eléctrica de intensidade de 4.0 miliampére, com frequéncia de 4 hertz, para uma duracéo de 50
microsegundos. A pata € mantida em posicao de descanso e fixada ao dinamoémetro transdutor
(Sauter FH-5) com uma linha de sutura paralela a mesa. As leituras foram avaliadas para 30
segundos e obteve-se um valor médio destas leituras.

6.4.1.4. Pesagem dos musculos gémeos e solhear

Adicionalmente, em todos os animais, o peso dos musculos gémeos e solhear do lado
parético (Dt.) e contra-lateral (Esq.) foram comparados, dividindo-se aqueles valores e
multiplicando-se os mesmos por 100 % (para a percentagem de recuperacao dos musculos
gémeo e solhear) (Figura 6.15).
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Figura 6.15 - Fotografia de exemplo do grupo de musculos gémeos e solhear. As fotografias sdo
referentes a um rato do Grupo A (enxerto autologo de nervo as 12 semanas) A - Masculos do lado esq.
ndo-operado; B - Musculos do lado dt. operado com uma recuperacao do peso de 72/73 % em relagdo ao
peso do lado de controlo - esquerdo.

6.4.2. Avaliacao estrutural

6.4.2.1. Analise Morfolégica e Morfométrica

Imediatamente depois da avaliacdo funcional ter sido feita e com os animais sob
anestesia geral, os nervos isquiaticos foram dissecados com o uso de um microscoépio cirdrgico
estériotaxico binocular (Leica M651) e foram realizados registos fotogréaficos da regeneracao do
nervo isquiatico de todos os nervos. Verificou-se a existéncia de continuidade em todos os
nervos com um didmetro da zona de regeneragdo coincidente ou muito préxima do normal e
uma intensa neovascularizagdo epineural.

A figura 6.16 exemplifica uma regenerac@o nervosa pds-reconstru¢cdo com um enxerto
de nervo autdlogo, onde pode observar-se uma intensa neovascularizagdo epineural na zona
de regeneragédo de nervo, assinalada com o nimero 2.

Da mesma forma, na figura 6.17, a qual exemplifica uma regeneragcédo através de
enxerto de veia jugular autdloga, pode também verificar-se a continuidade do nervo entre os
pontos de sutura assinalados com setas e sdo também visiveis 0s heovasos epineurais.

O exemplo de neoregeneracdo nervosa através de conduto de membrana amnidtica
imunoinerte (MAH) pode observar-se nas figuras 6.18 A e 6.18 B, com destaque para a
presenca da intensa neovascularizacdo epineural e do didmetro da zona de regeneragéo
semelhante ao normal, bem como a parte distal do nervo assinalada com o nimero 3 na Figura

6.18 A e com o nimero 2 na Figura 6.18 B.
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Figura 6.16 - Fotografia de regeneracéo nervosa as 12 semanas de enxerto autélogo de nervo com a
vascularizacgéo extrinseca preservada (Grupo A), (ampliagéo 25 x). 1 - Extremidade proximal do nervo;
2 - Regeneragédo nervosa (entre 1 e 3); 3 - Extremidade distal do nervo regenerado.

As setas assinalam os pontos da sutura de Nylon 10/0.

Figura 6.17 - Fotografia de regeneracéo nervosa as 12 semanas de enxerto veia jugular autéloga (Grupo
B), com a vascularizacéo extrinseca preservada (ampliagéo 25 x). 1 - Extremidade proximal do nervo;
2 - Regeneragdo nervosa; 3 - Extremidade distal do nervo regenerado (ampliacéo 25 x).

As setas assinalam os pontos da sutura de neurorrafia com Nylon 10/0.
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Figura 6.18 A - Fotografia da regeneragdo nervosa as 12 semanas de enxerto com MAH com
vascularizacéo extrinseca preservada (Grupo C) (ampliagao 25 x). 1 - Extremidade proximal do nervo;
2 - Regeneragao nervosa; 3 - Extremidade distal do nervo regenerado.

As setas assinalam os pontos da sutura com Nylon 10/0.

Figura 6.18 B - Pormenor da Figura 6.17 - Fotografia da regeneragdo nervosa as 12 semanas de enxerto
com MAH com vascularizagdo extrinseca preservada (Grupo C), (ampliagéo 40 x).
1 - Regeneracgédo nervosa, 2 - Extremidade distal do nervo regenerado.
As setas destacam os pontos da sutura.

Mantendo o animal sob anestesia geral, foram removidos 0s nervos isquiaticos com a
extremidade proximal marcada através de um fio de sutura para que fossem identificados os
cortes histolégicos da extremidade proximal do nervo, da area de enxerto e da extremidade
distal do nervo. Os nervos, imediatamente depois de removidos, foram fixados em formaldeido

a 10 % e preparados para o exame histolégico.
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Foram ainda corados com hematoxilina-eosina, com Tricrémico de Masson para o
tecido conjuntivo, com imunohistoquimica para os neurofilamentos, com anticorpos anti-
Acetilcolinesterase para a marcacéo de fibras mielinicos e com anticorpos anti-Periferina para a
marcacao de axénios amielinicos. Adicionalmente, as secc¢des de nervos sdo marcadas com
imunocorante CD-31 para realcar o endotélio dos vasos.

Estes procedimentos para a realizacéo das analises morfolégica e morfométrica foram
também aplicados aos nervos do estudo realizado anteriormente: Grupo D, Grupo E e Grupo F.
Nos Grupos C e F, onde foi utilizado o conduto de membrana amniética humana (MAH)
imunoinerte, os nervos de cada subgrupo (as 4, 8,12 semanas), foram corados com anticorpos
para colagénio-1 ant-humano e colagénio-1 ant-rato (Figura 6.19. A e B, respectivamente) para

destacar a persisténcia do tubo de membrana amnidtica humana. Com a coloragdo de

hematoxilina-eosina evidenciou-se, por outro lado, a MAH (Figura 6.20).
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Figura 6.20 - Fotografia de coloragdo com hematoxilina-eosina a expor a presen¢ca da MAH.

1 - Neurofilamentos; 2 - MAH (membrana amniética humana imunoinerte).
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As preparacdes histologicas de todos os grupos, foram observadas e fotografadas num
microscopio O6ptico digital (Leica DMLB2) (Figura 6.21 a Figura 6.30). Foram ainda
determinados, nas areas de seccéo, a densidade de neurofilamentos, o nimero total de fibras
mielinicas e o total de fibras amielinicas. Para a contagem dos neurofilamentos e das fibras foi
utilizado o programa ImagelJ, e para evitar “o efeito de margem” foi aplicado o método do
dissector bidimensional.***?*

Todos estes procedimentos das andlises morfologica e morfométrica foram também
realizados nos nervos dos trés grupos do estudo realizado anteriormente, nos quais néo foi

preservada a vascularizacéo extrinseca epineural.

Figura 6.21 - Fotografias de histologias do Grupo A; Reconstrucdo do defeito nervoso com enxerto de
nervo autélogo, na presenca de vascularizacdo epineural extrinseca. A e Al - Neurofilamentos (ampliagéo
10 x e ampliagédo 100 x); B e B1 - Fibras amielinicas (ampliagdo 10 x e ampliag&o 100 x).
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Figura 6.22 - Fotografias de histologias do Grupo A; Reconstrucao do defeito nervoso com enxerto de
nervo autdlogo na presenga da vascularizagdo epineural extrinseca. C - Fibras mielinicas (ampliagdo 10 x
e ampliagcdo 100 x), D - Coloragdo com CD-31 (ampliagdo 10 x) para a marcagdo dos vasos (setas).

E - Coloragdo com Tricromico de Masson (ampliagédo 10 x) assinalando o perinervo (seta).

Figura 6.23 - Fotografias de histologias do Grupo B; Reconstrucao do defeito nervoso com enxerto de veia
autdloga na presenca da vascularizacdo epineural extrinseca. A - neurofilamentos, B, C - fibras mielinicas
(ampliacéo 10 x e ampliacdo 100 x).
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Figura 6.24 - Fotografias de histologias do Grupo B; Reconstrucao do defeito nervoso com enxerto de veia
autéloga na presenca da vascularizacéo epineural extrinseca. D - Fibras amielinicas (ampliagédo 100 x),
E - Coloragdo com Tricrémico de Masson (ampliagéo 10 x) assinalando o perinervo (seta),

F - coloragdo com CD-31 (ampliagdo 100 x) para a marcacao dos vasos (setas).

Figura 6.25 - Fotografias de histologias do Grupo C; Reconstrucdo do defeito nervoso com enxerto de
MAH, na presenca de vascularizagdo epineural extrinseca. A e B - Neurofilamentos (ampliagéo 10 x e
ampliagdo 100 x), C e D - Fibras mielinicas (ampliagdo 10 x e ampliagédo 100 x).
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Figura 6.26 - Fotografias de histologias do Grupo C; Reconstru¢éo do defeito nervoso com enxerto de
MAH, na presenga de vascularizagéo epineural extrinseca. D - Fibras amielinicas (ampliagédo 100 x),
E - coloragéo com Tricromico de Masson (ampliagéo 10 x), F - coloragdo com CD-31 (ampliagdo 10 x)

para a marcagéo dos vasos (setas).
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Figura 6.27 - Fotografias de histologias do Grupo D; Reconstrugdo do defeito nervoso com enxerto de
nervo autélogo, sem a presenca de vascularizacédo epineural extrinseca. A - Neurofilamentos (ampliacéo
10 x); B - Fibras amielinicas (ampliagao 100 x); C e D - Fibras mielinicas (ampliacdo 10 x e ampliagao 100
X); E - Coloracéo com Tricrémico de Masson (ampliagédo 10 x) assinalando o perinervo (seta);

F - Coloragdo com CD-31 (ampliagédo 10 x) para a marcacgao dos vasos (setas).
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Figura 6.28 - Fotografias de histologias do Grupo E; Reconstrucao do defeito nervoso com enxerto de veia
autéloga, sem a presenca de vascularizagao epineural extrinseca. A - Neurofilamentos (ampliagdo 10 x);
B - Fibras amielinicas (ampliacdo 100 x); C - Fibras mielinicas (ampliacéo 10 x); D - Coloragdo com
Tricromico de Masson (ampliacéo 10 x) assinalando o perinervo: veia (seta); E - Coloragdo com CD-31
(ampliacé@o 10 x) para a marcacéo dos vasos (setas).
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Figura 6.29 - Fotografias de histologias do Grupo F; Reconstrucdo do defeito nervoso com enxerto de
conduto de MAH, sem a presenca de vascularizacdo epineural extrinseca. A e B - Neurofilamentos
(ampliacéo 10 x, ampliagdo 100 x); C e D - fibras mielinicas (ampliagéo 10 x, ampliagdo 100 x).

Figura 6.30 Fotografias de histologias do Grupo F; Reconstrucédo do defeito nervoso com enxerto conduto
de MAH, sem a presenca de vascularizacéo epineural extrinseca. E e F - Fibras amielinicas (ampliagéo
10 x, ampliagdo 100 x); G- Coloragéo com Tricromico de Masson (ampliagdo 10 x) assinalando (seta) o
perinervo: MAH (seta); H - Coloragdo com CD-31 (ampliagcdo 10 x) para a marcacao dos vasos (setas).
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6.4.2.2. Marcacdo Axonal Retrograda com Marcador Fluorescente True
Blue

Na 12.2 semana, um animal de cada Grupo, A, B e C, foi submetido a marcadores
retrogrados com True Blue (TB) para avaliar a recuperacéo da conec¢ao anatémica correcta do
tracto sensitivo. Ao 84.° dia, fez-se uma injeccdo intracutanea de 12 pl de True Blue 2,5 %
(Sigma-Aldrich) na parte mediana da face plantar da pata direita. Ao 10.° dia post injec¢céo, os
animais foram eutanasiados.

Os mielémeros de L1 a L4 e os respectivos ganglios espinhais dorsais ou DRG (dorsal
root ganglia) foram removidos, tal como as secgBes coronais do cortex cerebral nas areas
motora primaria e somestésica primaria. Estas partes do neuro-eixo foram imersas em 4 % de
paraformaldeido, em 10 % de sucrose e em 0.1 M de PBS (phosphate buffered saline) a um pH
de 7,4 durante 4 horas. Depois da fixacdo, os DRG foram transferidos para 15 % de sucrose
em PBS pelo menos durante 15 horas. Finalmente, os DRG foram transferidos para 30 % de
sucrose em PBS por um periodo de, pelo menos, 15 horas, e foram congelados em azoto
liquido. De seguida, foram feitos cortes de 20 ym no criostato e estes foram descongelados e
montados em laminas de vidro revestidas de polilisina.***

Os DRG foram, entdo, examinados através da fluorescéncia no microscopio de
fluorescéncia (Leica DMIRE 2). A presenca de fluorescéncia foi avaliada no que aparentou ser
a maior seccéo transversa.’® As imagens foram morfometricamente analisadas com o recurso

ao programa Image J'°*.

6.4.2.3. Metodologia de Avaliacdo Histomorfométrica

Para esta metodologia foram seleccionadas as secc¢des dos nervos isquiaticos
submetidas a marcacdes para neurofilamentos, para acetilcolinesterase e para periferina. Cada
uma destas secces foi observada em, pelo menos, 3 campos de 1000 x. A partir das imagens
assim obtidas, e usando-se a metodologia descrita por Varejdo e Geuna, assim como o
software Image J, determinou-se o nimero médio de fibras marcadas por cada uma destas
10,11,42,43,46-48

técnicas de imunohistoquimica, bem como a sua densidade média.

Todos os valores sdo expressos, de seguida, no seu valor médio + desvio-padrao.

6.4.2.4. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi efectuada com recurso ao software SPSS 21.0 (Statistical
Package for the Social Sciences). Para comparar os valores médios do numero de fibras

nervosas no nervo isquiatico nos diferentes grupos, bem como os valores médios da sua
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densidade, recorreu-se ao teste de T-Student e a ANOVA. Considerou-se significativo um valor

de p < 0,05. Recorreu-se ainda ao teste do Qui-Quadrado para comparar as propor¢oes.

6.5. Resultados

O bem-estar e a salde dos animais foram consideradas normais em todos 0s grupos
durante todo o estudo. Todos os animais tiveram uma actividade adequada, inclusive no que
diz respeito a sua aparéncia e a aquisicao de peso ao longo do estudo. Nenhum dos animais

apresentava sinais de autofagia dos membros. Trés animais em cada grupo desenvolveram

uma Ulcera crénica na pata posterior direita que ndo comprometia a marcha ou outra actividade
(Figura 6.30).

Figura 6.31 - Fotografia das patas posteriores onde se
expbe a Ulcera da pata dt. referente ao nervo
isquiatico dt. operado.

6.5.1 Avaliacdo Funcional

6.5.1.1 Tracado da Marcha e Calculo do indice de Funcionalidade do
Isquiatico: sciatic functionality index (SFI);

No Grupo A, a média de SFI foi de -40,3; -34,1; e -24,5 as 4, 8 e 12 semanas
respectivamente. No Grupo B, os parametros foram de -38,8; -30,7; e -9,4 nos mesmos
periodos. No Grupo C, as médias de SFI foram de -36,6; -33,8; e -28,0 também as 4, 8 e 12
semanas, respectivamente. Estas diferencas ndo foram consideradas estatisticamente

significativas.
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Evolugdo do indice de funcionalidade do nervo isquiatico
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Tabela 1 - Comparacéo do index funcional do nervo isquiatico nos diferentes grupos,
as 4, 8 e 12 semanas.

6.5.1.2. Velocidade de Conducdo Nervosa Motora (Motor Nerve
Conduction Velocity) - MNCV

O valor médio relativamente a recuperacao da velocidade de condugdo motora (motor
nerve conduction velocity) ou MNCV, nos membros ndo-operados, foi de 47,0 + 4,2 m/s. As 12
semanas, o valor médio foi de 60,12 % relativamente a recuperacdo da velocidade de
condugdo motora dos nervos isquiaticos do Grupo A, o qual diz respeito a reconstru¢cdo com
enxerto de nervo autélogo.

No Grupo B, da reconstru¢do com enxerto de veia jugular autdloga, o valor médio da
recuperacao da velocidade de conducédo motora foi de 62,23 %, também as 12 semanas.

No Grupo C, da reconstrugcdo com conduto de MAH, o valor médio da recuperagdo da

velocidade de conducao motora foi de 64,01 %, no mesmo periodo.

6.5.1.3. Pesagem dos musculos gémeos e solhear

A diferenca relativamente a percentagem da recuperacdo do peso dos musculos
gémeos e solhear nos diferentes grupos experimentais, as 12 semanas, foi a mais demarcada,
assumindo os valores de 72,73 % no Grupo A, de 79,56 % no Grupo B e de 83,92 % no Grupo
C (Tabela 2). As diferengcas do peso dos musculos gémeos e solhear foram apenas
estatisticamente significativas entre o Grupo A (reparacdo com autoenxerto de nervo) e o

Grupo C (reparacdo com membrana amniética humana).
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Tabela 2 - Percentagem do peso dos musculos gémeos e solhear
as 12 semanas de recuperacao nos diferentes grupos.

6.5.1.4. Avaliacdo da Forca de Flex&o

A média da forca de flexdo no tornozelo no membro ndo-operado, ou seja, do lado de

controlo foi de 0,05 £+ 0,02 N. A taxa de recuperacdo da forca de flexdo ao nivel do tornozelo
nos Grupos A, B e C foi de 61,32 %, de 58,45 % e de 63,17 %, respectivamente (Figura 6.34).
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Figura 6.32 - A - Exemplo da
medida tipica da forca de
flex&8o ao nivel do tornozelo do
membro posterior do rato
submetido a reconstrucdo do
nervo com enxerto de veia
(Grupo B);

B - Medida da forca de flexado
no tornozelo do membro
contra-lateral normal.
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6.5.2 Avaliacao estrutural

6.5.2.1 Andlise Morfoldgica por disseccédo, MEV e Diafanizacéo

Em todos os grupos, as 4, 8 e 12 semanas, todos 0s nervos isquiaticos operados
apresentaram, macroscopicamente, uma continuidade anatémica do nervo (Figura 6.16, Figura
6.17, Figura 6.18 A e Figura 6.18 B). Além disso, foi também visivel, macroscopicamente, em
todos, um denso plexo neovascular epineural desde as 4 semanas.

Da mesma forma, as 12 semanas, 0os moldes vasculares de corrosdo prévios a
metalizacdo (Figura 6.33 e Figura 6.34) e metalizados (Figura 6.35) apresentaram uma
continuidade dos plexos neovasculares na zona de reparagéo nervosa (Figura 6.33 A, letra E).

Pela técnica de Diafanizac@o, obtivémos imagens semelhantes em que é também

visivel o denso plexo neovascular (Figura 6.36).

Figura 6.33 - Exemplo de moldes
vasculares de corrosdo prévios a
metalizacao.

A: (ampliagcdo 20 x) P - Porgéo proximal
do enxerto nervoso; E - Zona de
enxerto; D - Porcdo distal do enxerto
Nervoso;

B: (ampliagdo 40 x). S&o visiveis as
pontes de sutura de Nylon 10/0 usadas
na reparacao

(fotografias realizadas através de lupa
estereoscopica da marca MEIJI, modelo
EMZ-13TR, Olympus).
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Figura 6.34 - Porc&o proximal do enxerto nervoso (amplia¢do 60 x); E possivel observar a continuidade do
plexo epineurial na zona de reparacéo nervosa; as setas apontam para as suturas de Nylon 10/0 usadas
na reparacao (fotografias realizadas através de lupa estereoscépica da marca MEIJI, modelo EMZ-13TR,

Olympus).

18k X168 188HM

Figura 6.35 - Imagem de microscopia electrdnica de varrimento dos plexos neovasculares endoneural,
perineural e epineural do nervo isquidtico, na zona de regeneragdo (ampliagdo 100 x - barra 100 ym).
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Figura 6.36 - Fotografia de Diafanizacédo da zona de regeneracdo (ampliagédo 60 x) no nervo isquiatico,
onde se pode observar um denso plexo neovascular epineural e a continuidade desse plexo na zona de
reparagao nervosa; as setas apontam para as suturas de Nylon 10/0 usadas na reparacao
(fotografias realizadas através de lupa estereoscépica da marca MEIJI, modelo EMZ-13TR, Olympus).

6.5.2.2. Andlise Morfoldgica por Microscopia de luz

A histologia demonstrou a recuperacdo de uma arquitectura relativamente normal do
nervo em todos os segmentos do nervo isquiatico operado (Figura 6.37, Figura 6.48, Figura
6.39). Em particular, verificou-se que os plexos endoneural, perineural e epineural estavam
restaurados em todos os grupos (Figura 6.37, Figura 6.38, Figura 6.39).

A coloracao histolégica com hematoxilina-eosina permitiu ver que, em todos 0s grupos,
existia uma recuperacao da arquitectura normal do nervo, na seccdo de nervo distalmente a

reparacao nervosa, ou seja, ja na regido da divisdo do nervo isquiatico no nervo tibial, no nervo
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perineal comum e no nervo cutaneo sural caudal, destacando-se o conteddo dos axoénios
semelhante ao normal nos trés nervos (Figura 6.37, Figura 6.38, Figura 6.39).

Também pode ver-se a persisténcia da estrutura da veia na coloracdo histoldgica com
hematoxilina-eosina e na coloracdo com Tricromico de Masson (Figura 6.38). Pela
imunohistoquimica, utilizando-se anticorpos para o colagénio 1 anti-humano, verificou-se a
persisténcia da membrana amniética humana na 12.2 semana, nos ratos dos grupos C e F
(Figura 6.39).

Figura 6.37 - Fotografias de Microscopia na 12.2 semana de pds-operatorio, apresentando diferentes
aspectos histolégicos do nervo isquiatico distalmente ao defeito nervoso criado no Grupo A (ratos
submetidos a enxerto de nervo autélogo).

A - Seccéo de nervo corada com hematoxilina-eosiona exibindo a recuperacéo da arquitetura
relativamente normal do nervo (ampliag&o 40 x);

B - Coloragao para os neurofilamentos justa distal da reparacédo nervosa destacando o contetido axonal
do nervo (ampliagéo 40 Xx);

C - Ampliagdo 40 x com a coloragado para neurofilamentos mais distal do que em B, ja na regido da divisao
do nervo isquiatico num nervo tibial [1], num nervo peroneal comum [2] e num nervo cutaneo sural caudal
[3], destacando-se o conteldo axonal dos 3 nervos;

D - Corte corado com CD-31 exibindo os multiplos vasos endoneurais, perineurais e epineurais na
terminacéo distal do enxerto nervoso original (ampliagéo 40 x).
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Figura 6.38 - Fotografias de Microscopia na 12.2 semana de pés-operatorio, apresentando diferentes
aspectos histologicos do nervo isquiatico distalmente ao defeito nervoso criado no Grupo B (ratos
submetidos a enxerto de veia jugular externa autéloga).

A - Seccéo de nervo corada com hematoxilina-eosiona mostrando a recuperacéo da arquitectura normal
do nervo distalmente a reparagdo nervosa, ja na regido da divisdo do nervo isquiatico num nervo tibial [1],
num nervo peroneal comum [2] e num nervo cutaneo sural caudal [3], destacando-se o contetido axonal
dos 3 nervos (ampliagdo 40 x);

B - Seccéo de nervo corada com Tricrdmico de Masson apresentando o enxerto de veia (marcado com
setas) a persistir as 12 semanas (40 x);

C - Ampliacéo 100 x de secc¢éo de nervo, corada com Tricromico de Masson, do enxerto de veia (marcado
com setas) apresentando os multiplos vasos endoneurais, perineurais e epineural;

D - Corte de extremidade distal do nervo isquiatico corado com CD-31 mostrando multiplos vasos
endoneurais, perineurais e epineural (ampliacéo 40 x).
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Figura 6.39 - Fotografias de Microscopia na 12.2 semana de pds-operatorio, apresentando diferentes
aspectos histologicos do nervo isquiatico distalmente ao defeito nervoso criado no Grupo C (ratos
submetidos a enxerto de conduto de membrana amnidtica humana imunoinerte MAH).

A - Ampliacédo 40 x de sec¢éo de nervo corada com hematoxilina-eosiona expondo a recuperagéo da
arquitetura normal do nervo na porc¢éao distal do defeito do nervo isquiatico; pode observar-se a
persisténcia da membrana amniética humana (pontas das setas);

B - Ampliacdo 40 x de secc¢éo de nervo corada com hematoxilina-eosiona mostrando a recuperagéo da
arquitetura normal do nervo na divisdo terminal do nervo isquiatico; nervo tibial [1], nervo peroneal comum
[2] e nervo cutaneo sural caudal [3];

C - Ampliagao 400 x - coloragdo com hematoxilina-eosiona de secgdo do nervo isquiatico na extremidade
distal da reparacéo do defeito nervoso exibindo uma concentragdo muito densa de axdnios e uma
vascularizacao endoneural rica;

D - Ampliacéo 100 x — imunofluorescéncia marcando o colagénio 1 anti-humano, onde se apresenta a
persisténcia da membrana amnidtica no defeito do nervo as 12 semanas (ponta das setas).

6.5.2.3. Microscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia neuronal retrograda do defeito nervoso marcada com True Blue, a
parte proximal do nervo isquiatico e o ganglio da raiz dorsal lombar (dorsal root ganglia) ou
DRG no lado operado (examinadas as pecas no microscopio de fluorescéncia Leica DMIRE 2)
foram similares em todos os grupos as 12 semanas (Figura 6.40). Em todos os grupos
experimentais foi também possivel identificar o marcador fluorescente nos corpos celulares dos
neurdnios granulosos (IV camada granulosa interior) na area contra-lateral somato sensivel
primaria (Figura 6.40 E).
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Figura 6.40 - Tipica marcacao retrégrada com o marcador True Blue.

A - Fotografia da vista dorsal do membro posterior e do dorso mostrando uma dissecc¢éo do nervo
isquiatico (1) da pélvis a sua origem no plexo sagrado, o ganglio da raiz lombar dorsal (setas) e a espinhal
medula (2);

B - Fotografia de imagem (ampliagéo 40 x) de fluorescéncia da porcao terminal do nervo isquiatico as 12
semanas apos o enxerto com veia autologa para reparar o defeito de tecido nervoso 3 - nervo tibial; 4 -
nervo peroneal comum; 5 - nervo cutaneo sural caudal;

C - Fotografia de coloragdo com hematoxilina-eosiona (ampliagcao 40 x) de seccéo obtida na mesma
seccdo da imagem de fluorescéncia exibindo as trés divisfes terminais do nervo isquiético; ilustra ainda
que a fluorescéncia na imagem C esta confinada ao nervo tibial e ao nervo cutaneo sural caudal, que
enerva a area cutanea, onde foi injectado o corante;

D - Fotografia (ampliacéo 40 x) de imagem de fluorescéncia do ganglio da raiz dorsal de segmento de L3
da espinal medula do mesmo lado em que foi reparado o nervo isquiatico, apresentando a retensao do
corante injectado na pele no territrio desse nervo;

E - Fotografia (ampliagdo 40 x) de imagem de fluorescéncia dos neurénios granulosos (IV camada
granulosa interior) na area contra-lateral somato sensivel primaria mostrando a marcagéo dos corpos
celulares neuronais com cristais de True Blue (pontas das setas).

6.5.2.4. Anélise Morfométrica

6.5.2.4.1. Metodologia de Avaliacdo Histomorfométrica

Nos quadros e graficos que se seguem, apresentam-se o0s resultados desta analise da
regeneracdo nervosa através dos trés tipos de condutos diferentes: na presenca de
vascularizagdo extrinseca epineural (Grupo A, Grupo B, Grupo C) e com o mesmo tipo de
condutos, mas sem ter sido preservada a vascularizagdo extrinseca epineural (Grupo D, Grupo
E, Grupo F).
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6.5.2.4.2. Avaliacdo histomorfométrica com marcac¢do imunohistoquimica

para Neurofilamentos

Numero médio de Densidade média de
Grupo Experimental fibras + Desvio- . . ~
~ Fibras + Desvio-Padrao
Padréo
Enxerto de Nervo com Vascularizagao
Extrinseca Preservada 12 894,89 + 876,93 20,18 + 2,05
Enxerto de Membrana Amniética com
Vascularizacéo Extrinseca Preservada 25372,08 +2 687,64 26,37+ 1,50
Enxerto de Veia com Vascularizagao
Extrinseca Preservada 43 152,35 +1 436,01 53,36 + 3,84
Enxerto de Nervo sem Vascularizagao 8 594.85 + 544,43 26.96 + 3,84
Extrinseca Preservada
Enxerto _de I\/lembrapa Amnidtica sem 29 789,12 + 2124,40 15,57 + 0,96
Vascularizacéo Extrinseca Preservada
Enxerto de’Vela sem Vascularizagao 31 643,46 + 210,43 45,00 + 3,85
Extrinseca Preservada

Tabela 3 - Namero médio de fibras marcadas para neurofilamentos e respectiva densidade média.

Numero médio de fibras marcadas por imunohistoquimica
para neurofilamentos nos diferentes grupos experimentais
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Tabela 4 - Nomero médio de fibras marcadas para neurofilamentos.
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O numero médio de fibras marcadas para os neurofilamentos na zona de reparacdo
nervosa era significativamente diferente nos diferentes grupos (p < 0,001). O nimero médio de
fibras foi maior no enxerto de veia com vascularizacdo preservada (Grupo B) do que nos outros
grupos (Grupo A, Grupo C, Grupo D, Grupo E, Grupo F) (p < 0,05).

Quando preservada a vascularizagdo extrinseca do nervo, o numero médio de fibras foi
maior nas reconstrugées com enxerto de nervo (Grupo A) e com enxerto de veia (Grupo B) (p <
0,05). Pelo contrario, ndo se registaram diferengas estatisticamente significativas entre o
namero médio de fibras entre os dois grupos (Grupo C e Grupo F), nos quais foi usado o
enxerto de membrana amnidtica com vascularizagdo extrinseca preservada, versus sem a

vascularizacéo extrinseca preservada.

Densidade média das fibras marcadas por imunohistoquimica
para neurofilamentos nos diferentes grupos experimentais
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Extrinseca Vascularizagio Extrinseca Extrd V. larizacd Extrinseca
Preservada Extrinsecs Preservada Preservada Dxtrinsecs Preservada
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e
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Tabela 5 - Densidade média das fibras marcadas para neurofilamentos.

Na marcacéo para neurofilamentos, a densidade das fibras foi maior nos grupos que
foram submetidos a reconstrucdo do hiato nervoso com um segmento de veia (Grupo B, Grupo
E) (p < 0,001).

O grupo em que a reconstrugdo do defeito nervoso foi realizada com veia e com a
preservacdo da vascularizagdo extrinseca (Grupo B) apresentou uma maior densidade de
fibras do que o grupo em que a reconstru¢do também foi efectuada com veia, mas em que nao
se preservou a vascularizagdo extrinseca (Grupo E) (p < 0,05).

A preservacédo da vascularizagdo extrinseca assegurou, também, uma maior densidade
de fibras no grupo submetido a reconstrucdo com enxerto de membrana amniética (Grupo C)

em relacdo ao Grupo F em que nao foi preservada a vascularizacdo extrinseca (p < 0,05).
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Nos grupos experimentais em que se efectuou a reconstrugdo com enxerto de nervo
registou-se uma maior densidade de fibras no Grupo D, sem vascularizacdo extrinseca
preservada, em relacdo ao Grupo A, com vascularizacdo extrinseca preservada, embora a
diferenca nao fosse estatisticamente significativa.

6.5.2.4.3 Avaliacdo histomorfométrica com marcacao imunohistoquimica
para Acetilcolinesterase

. Numero médio de fibras Den3|dade méd|'a o
Grupo Experimental + Desvio-Padrio Fibras * D~ESVIO-
Padréao
Enxerto de Nervo com
Vascularizagdo Extrinseca 8 559,31 +1 122,56 14,36 £ 2,80
Preservada
Enxerto de Membrana
Amniotica com Vascularizagéo 5207,12 + 705,74 5,36 £ 0,56
Extrinseca Preservada
Enxerto de Veia com
Vascularizagdo Extrinseca 5 289,40 + 407,58 6,01 £ 0,19
Preservada
Enxerto de Nervo sem
Vascularizacdo Extrinseca 4 586,76 + 549,25 9,16 £ 0,27
Preservada
Enxerto de Membrana
Amnidtica sem Vascularizacao 8 885,97 + 971,07 4,10 £ 0,02
Extrinseca Preservada
Enxerto de Veia sem
Vascularizacéo Extrinseca 8 091,95 + 420,02 11,20+ 1,32
Preservada

Tabela 6 - Quadro representativo do numero médio de fibras marcadas com Acetilcolinesterase e
respectiva densidade média.
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Numero médio de fibras marcadas com imunohistoquimica para a
Acetilcolinesterase nos diferentes grupos experimentais
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= _
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1000 +
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Nervo com Membrana com Nervo sem Membrana
Vascularizagio  Amnidticacom  Vascularizagio  Vascularizagio Amnidtica sem Vncuhﬂudo
Extri Vascularizagio Extrinseca Extrinseca Vascularizagio Extrinseca
Preservada Extrionseca Preservads Preservada Extrinseca Preservada
Presarvada Preservada

Tabela 7 - Niamero médio de fibras marcadas com Acetilcolinesterase.

Com a marcacgao para a acetilcolinesterase registou-se um ndmero médio de fibras maior nos
seguintes grupos: Grupo A - reconstru¢cdo com enxerto de nervo, preservando-se a vascularizacao
extrinseca; Grupo F - reconstrugdo com membrana amniética, sem preservacdo da vascularizacdo
exterinseca; e Grupo E - reconstrucdo com enxerto de veia, sem preservacdo da vascularizacdo
extrinseca (p < 0,05).

Contudo, ndo se registaram diferengcas com significado estatistico entre estes trés grupos,

nem entre os restantes grupos entre si (Grupo B, Grupo C, Grupo D).
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Densidade média de fibras marcadas com Acetilcolinesterase
nos diferentes grupos
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Tabela 8 - Densidade média de fibras marcadas com Acetilcolinesterase.

Relativamente a densidade média de fibras marcadas para a acetilcolinesterase, registou-se
um valor mais elevado no grupo que foi submetido a reconstrucdo com enxerto de nervo,
preservando-se a vascularizacao extrinseca (Grupo A), sendo este grupo seguido pelo Grupo E, da
reconstrucdo com enxerto de veia, sem a vascularizagdo extrinseca preservada, relativamente aos
restantes grupos (p < 0,05).

N&o foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os restantes grupos.
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6.5.2.4.3 Avaliacdo Histomorfométrica com marcagcdo imunohistoquimica para

Periferina

Grupo Experimental

NUmero médio de
fibras + Desvio-

Padréo

Densidade média de
Fibras + Desvio-Padrao

Enxerto de Nervo com Vascularizacéo

Extrinseca Preservada

4 791,89 + 641,46

9,57 +1,55

Enxerto de Membrana Amniética com

Vascularizacdo Extrinseca Preservada

9 548,29 + 1 035,47

10,22 + 0,57

Enxerto de Veia com Vascularizagdo
Extrinseca Preservada

16 869,54 + 1 444,88

21,09 + 2,66

Enxerto de Nervo sem Vascularizacao

Extrinseca Preservada

4179,67 + 236,10

9,80+0,75

Enxerto de Membrana Amniética sem

Vascularizagcéo Extrinseca Preservada

18 980,63 + 1 871,43

9,08 £0,13

Enxerto de Veia sem Vascularizagao

Extrinseca Preservada

10 850,16 + 795,88

14,68 + 1,03

Tabela 9 - Nimero médio de fibras marcadas com Periferina.

136




NUmero médio de fibras marcadas com Periferina nos
diferentes grupos exoperimentais
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Tabela 10 - Niumero médio de fibras marcadas com Periferina.

Relativamente & marcac¢do com periferina, observou-se um numero maior de fibras marcadas
com a utilizagdo de enxerto de veia, com vascularizagdo extrinseca preservada, (Grupo B) e com
enxerto de membrana amnidtica, sem vascularizagao extrinseca preservada, (Grupo F) (p > 0,05).

N&o foram encontradas diferengas com significado estatistico entre os restantes grupos.
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Densidade média de fibras marcadas com
Periferina nos diferentes grupos

experimentais

14

Enxerto de Nervo Enxerto de Enxerto de Veia  Enxerto de Nervo

com Membrana com
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Vascularizacao Extrinseca

Extrinseca Preservada

Preservada

Tabela 11 - Densidade média de fibras marcadas com Periferina.

No que diz respeito a densidade de fibras marcadas pela periferina, registou-se um valor
maior nas reconstru¢gées com interposicao de enxerto de veia (Grupo B, Grupo E), especialmente no
grupo em que se manteve a vascularizagdo extrinseca (Grupo B) (p < 0,05). Na avaliacdo dos

restantes grupos, ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas.

6.5.2.4.4. Resumo analitico da avaliacdo histomorfométrica

Nesta avaliacdo, relativamente ao nimero médio e a densidade média de neurofilamentos
nos diferentes grupos, existe uma prevaléncia dos valores na reconstrucdo do defeito nervoso com
veia autdloga, com destaque para a reconstrucdo em que foi preservada a vascularizagcdo extrinseca

epineural. Na reconstrugdo com veia, sem a presenga da vascularizagdo extrinseca epineural,

138



verifica-se, também, uma prevaléncia dos valores encontrados relativamente a todos os restantes
grupos.

Quanto ao numero médio de fibras marcadas com Acetilcolinesterase, ou seja, de fibras
mielinicas, existe uma prevaléncia dos: Grupo A - reconstrucdo do defeito nervoso com enxerto de
nervo, na presenca da vascularizacéo extrinseca epineural; Grupo E - reconstru¢do com enxerto veia
autologa, sem vascularizacéo extrinseca epineural preservada; e Grupo F - reconstrucdo com enxerto
de membrana amniética humana imunoinerte, sem vascularizagéo extrinseca epineural preservada,
existindo, contudo, uma grande proximidade dos valores entre esses trés grupos.

Os valores encontrados para a densidade média das fibras marcadas com Acetilcolinesterase
demonstram uma proximidade entre o Grupo A e o Grupo E. Nas contagens realizadas para
contabilizar o ndmero médio e a densidade média de fibras marcadas com Periferina ou fibras
amielinicas, existe uma prevaléncia do Grupo B e do Grupo E, referentes a reconstru¢édo do defeito
nervoso com veia autéloga, com vascularizagao extrinseca epineural preservada ou sem a presenca
da vascularizacdo extrinseca epineural.

E importante referir que, excluindo-se o efeito da vascularizagio extrinseca, constatou-se um
namero médio maior de fibras nas reparacdes com enxerto de veia (Grupo B, Grupo E) e com enxerto
de membrana amnidtica (Grupo C, Grupo F) do que na repara¢do com interposicdo de um enxerto de
nervo (Grupo A ou Grupo D) (p < 0,05).

Analise Estatistica
A andlise estatistica foi efectuada com recurso ao softaware SPSS 21.0.
Para comparar os valores médios do numero de fibras nervosas no nervo isquiatico nos

diferentes grupos, bem como os valores médios da sua densidade, recorreu-se ao teste de T-Student
e a ANOVA. Considerou-se significativo um valor de p < 0,05.
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Capitulo 7

7.1. Discussao

Pensamos que a discussao dos varios temas a que se dedicou este estudo devera ser feita
individualmente, em subcapitulos, pois embora os temas se relacionem entre si, existem aspectos
particulares e importantes de cada um que deverao ser destacados.

Assim, dividiu-se a discussao em trés subcapitulos:

1 - A vascularizacdo do nervo mediano humano e a comparagdo com a vascularizagdo do
nervo isquiatico do rato Wistar;

2 - A vascularizacdo do Plexo Braquial do rato Wistar;

3 - Regeneragédo de defeito de nervo periférico com a utilizagéo de diferentes condutos e na

presenca de um fornecimento vascular axial; modelo animal: o rato Wistar.

7.1.1. A vascularizagdo do nervo mediano humano e a comparagao com

a vascularizacado do nervo isquiatico do rato Wistar

Comparando o0 nosso conjunto de 30 ratos dissecados e de 26 cadaveres humanos, com o0s
34 ratos dissecados reportados por Bell e Weddell (1984), e com os 4 caddveres usados no estudo
de Taylor (2006) da vascularizacdo dos nervos do membro superior, verificamos que o0 conjunto
presente é o maior da literatura, particularmente quando se fala da vascularizacdo do nervo isquiético

12,34

do rato e do nervo mediano humano. E interessante ainda verificar que a maior parte das nossas

descobertas relativamente a composicdo dos vasos sanguineos destes dois nervos coincidem com
estas e outras referéncias relativamente a composicao dos vasos destes dois nervos.t>%"*?

Durante o estudo da vascularizagdo do nervo isquiatico do rato Wistar e do nervo mediano
humano pela disseccédo, deparamo-nos com uma dificuldade relacionada com o facto de ndo termos
conseguido avaliar, precisamente, a localizacdo e a medida de todos os vasos individuais que
suprimiam o nervo isquiatico do rato e o nervo mediano humano, o que se deveu a extrema
fragilidade e ao pequeno didmetro de muitos destes vasos, 0 que, por sua vez, impediu a
preservacdo da sua integridade durante a dissec¢éo. Esta dificuldade foi referida por muitos autores
que estudaram a vascularizagcéo dos nervos, %1314

Contudo, a finalidade em estudar a macro e microvascularizagao do nervo isquiatico do rato e
do nervo mediano humano nunca foi alcancada antes. Este conhecimento € um dos mais relevantse

1,6,15,16,17

para propdsitos experimentais. O nosso estudo permitiu-nos compreender que tanto o nervo

mediano humano como o nervo isquiatico do rato recebem varios ramos dos vasos sanguineos

143



proximos e dos vasos sanguineos que fornecem os musculos vizinhos, especialmente onde os
nervos originam ramos para os musculos. A sua microvascularizagdo €, também, muito semelhante.

E importante referir que a principal diferenca entre o nosso estudo e muitos dos estudos
classicos feitos em relagcdo ao nervo isquiatico do rato Wistar e ao nervo mediano humano é a
descoberta, nos espécimes que analisdmos, da importancia dos vasos que suprimem os musculos
vizinhos para a vascularizacdo de ambos. Este facto foi recentemente, de uma forma clara,
demonstrado pelo grupo de Taylor nos espécimes de cadaver humano, mas tem sido largamente
ignorado por outros autores, particularmente no contexto de estudos anatémicos humanos.*"*%*°

Estas descobertas podem ser de um grande valor experimental clinico, pois muitos problemas
clinicos afectam o nervo mediano, tais como as sindromes compressivas que estdo largamente

associados a isquemia do nervo.?*?*

Por exemplo, estes dados anatdmicos sugerem que 0 cirurgido,
ao efectuar neurdlises, podera, com grande probabilidade, provocar lesdes nos pequenos vasos que
acompanham os ramos nervosos nas estruturas adjacentes.”

Outra consequéncia desta informacdo é que, contrariamente ao ensino tradicional, durante a
tentativa de avan¢o dos topos proximais e distais para ligar um hiato de nervo é, provavelmente,
imprudente excluir os pequenos ramos nervosos musculares emitidos pelas duas extremidades do
nervo na vizinhanca do defeito, pois este procedimento exclui também os vasos sanguineos nutritivos

dos segmentos do nervo.??

Isto pode, de facto, levar a um agravamento da isquemia, condenando a
reparacdo nervosa a uma taxa de sucesso inferior aquela que se poderia obter usando-se retalhos
nervosos vascularizados, ou seja, através da vascularizacao individual preservada.27

Por sua vez, isto pode ajudar a explicar os melhores resultados que sao referidos por vérios

autores quando se usam retalhos nervosos para reparar os defeitos nervosos em situacdes de
isquemia relativa, ou em casos de grandes &reas de fibrose ou em &reas que foram submetidas
previamente a radioterapia.”**°

A classificacdo de Taylor foi, inicialmente, idealizada para contribuir para a possibilidade de
uma transferéncia nervosa com retalho livre.> Todavia, essa classificacéo, estd a aumentar o seu uso
como um método pratico para fornecer informacdo relativa & vascularizagdo dos nervos. Nesta
classificacéo, o tipo A refere-se a um nervo ndo-ramificado e suprimido de forma segmentar por um
vaso em paralelo; o tipo B a um nervo ramificado suprimido da mesma maneira que o de tipo A; o tipo
C a um nervo ndo-ramificado com um longo pediculo vascular cursando no epinervo; o tipo D a um
nervo nao-ramificado com mdltiplos pediculos vasculares com origem em diferentes vasos; e o tipo E
a um nervo ramificado com vascularizacdo anéloga a do tipo D.

De acordo com esta classificacdo, no presente estudo, o nervo mediano segue um padréo de
tipo A no braco, um padrdo de tipo E no antebraco proximal e distal, e um padrdo de tipo C no
antebraco médio. O nervo isquiatico do rato, no dorso da coxa, onde este € mais frequentemente
usado na experimentacdo, era um nervo de tipo D. E importante salientar ainda que a vascularizag&o
do plexo epineural do nervo isquiatico do rato, na area dorsal da coxa, é semelhante a vascularizagao
do plexo epineural do nervo mediano humano no antebraco, mas significativamente diferente da do

braco e da mao.
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Isto deverd ser tido em conta quando se realizam procedimentos experimentais que
impliqguem a dissecc¢do do nervo isquiatico do rato para avangos do nervo, ou na sua transferéncia a
distancia, particularmente, quando a finalidade é a extrapolacdo dos resultados para a espécie
humana. No todo, o trabalho presente coincide com a literatura publicada previamente em que o

nervo isquiatico do rato Wistar € semelhante ao nervo mediano humano nos aspectos basais

anatémicos e fisioldgicos, inclusive em relacéo ao padrdo geral da vascularizacgo.”

7.1.2. Vascularizacdo do Plexo Braquial do Rato Wistar

O estudo sistematico da anatomia do PB data do século dezanove, com o trabalho de J. F.
Wash, que caracterizou a “normal variedade“ do PB com base num estudo extensivo de dissecc;é\o.28
A estes estudos juntaram-se outros, especialmente os de Herringham, Kerr, Wilfred Harris, Ruth
Miller, Alnot Hueten, Narakas, Bonnel, Adolphi and Ko Hirasawa, e, mais recentemente, Pandey and
Shukla.’*®" Estes trabalhos documentaram largamente a grande variabilidade dos constituintes do
PB.***! Pelo contrario, os estudos morfolégicos do PB do rato sdo muito escassos. 3842

E interessante que, tal como Green e Chiasson, analisamos o facto de que o PB nesta
espécie era formado por anastomoses entre os ramos ventrais de C4 a T2 na maioria das

espécies.***

Isto contrasta com o trabalho de Bertelli que nega o contributo de T2 na génesis do PB
do rato, depois de ter dissecado 42 espécimes.38 Também, em contraste com o trabalho deste Ultimo
autor e em concordancia com os dois primeiros referidos, verificamos que o PB do rato pode ser
significativamente diferente do humano em varios aspectos, nomeadamente o facto de ndo ser
facilmente divisivel em troncos lateral, medial e posterior, e de ter, frequentemente, origens diferentes
nos seus ramos terminais e laterais (Figura1).®**®

Relativamente as diferengas nos ramos terminais do PB do rato, o nervo mediano, por
exemplo, tipicamente originado em trés raizes derivadas de C7 a T2, é, sem dulvida, 0 ramo mais
espesso do PB do rato. Nos humanos, o nervo mediano é usualmente formado pela jungéo da corda
medial e lateral.** Além disso, na auséncia da corda posterior no PB do rato, o nervo axilar e o nervo
radial tém origem em ramos dorsais separados das raizes nervosas de C4-C6 e de C7-C8,
respetivamente. Nos humanos, os nervos axilares e radial derivam da corda posterior.*

A auséncia comum desta corda no rato também determina que os nervos subescapulares
superior e inferior, bem como o nervo toracodorsal, que usualmente sdo provenientes da corda
posterior nos humanos, tenham uma origem diferente no rato.® Assim, nos conjuntos que estudamos,
0 nervo subescapular superior era usualmente originado nas raizes C5-C6, enquanto 0s nervos
subescapular inferior e o toracodorsal derivavam da raiz nervosa C7. Contudo, tendo em
consideragdo que todos os conjuntos mencionados, tal como este, sdo relativamente pequenos,

acreditamos que é necessario mais estudos para clarificar a anatomia do PB do rato.

145



Nos animais, em particular nos ratos, o estudo da vascularizagdo dos nervos € muito

limitada,®®**"*°

De qualquer modo, este conhecimento pode ser de grande utilidade, definindo e
implementando técnicas cirdrgicas que envolvem o PB e os seus ramos colaterais e terminais.*’

Borelli et al. apresentaram o maior estudo que conseguimos encontrar na literatura sobre a
vascularizacdo do PB do rato.*® Contudo, o relato destes autores era baseado exclusivamente na
vascularizacdo macroscépica dos nervos depois de se injectar uma solucdo corada de latex no
sistema arterial de 10 ratos.*® Por conseguinte, no Nosso ponto de vista, este estudo presentemente
desenvolvimento, que envolve 30 ratos, representa o maior trabalho publicado sobre a macro e micro
vascularizacdo do PB do rato e seus ramos.

Uma das principais limitacées do presente trabalho foi, sobretudo, de natureza qualitativa. De
facto, ndo tivemos os recursos apropriados para efectuar uma avaliacdo detalhada do calibre dos
vasos que vascularizam os constituintes do PB do rato Wistar. De qualquer modo, esse conhecimento
ndo € indispensavel para a realizacéo de cirurgias no PB do rato. Além disso, este assunto nao foi
referido por outros autores. Assim, esta limitacdo no conhecimento da vascularizacdo do PB do rato
requer a realizagdo de mais estudos.

Nos humanos, o primeiro e maior contribuidor para o conhecimento da vascularizagdo dos

1,6,14

nervos periféricos foi Sir Sydney Sunderland. Este autor concluiu, depois de estudar

cuidadosamente a topografia e a morfologia dos vasos nervorum, que a localizacdo, o niUmero e o

1,6,14

calibre destes vasos era muito variavel Sunderland resumiu as suas descobertas afirmando que

nenhum vaso na vizinhanca de um nervo enviaria ou receberia ramos desse nervo."**

Recentemente, o grupo de Taylor referiu que, nos humanos, os nervos do membro superior e
inferior ndo acompanhados por vasos dominantes recebem um contributo importante de vasos que
vascularizam os musculos vizinhos."® De acordo com este autor, isto aconteceria algumas vezes,
mesmo quando existissem grandes vasos nutrientes vizinhos, com pequenos vasos a interligar o
sistema longitudinal anastomético do nervo e a vascularizacdo para o musculo.™® Neste estudo,
confirmaram-se as conclusdes de Sunderland e de Taylor que ddo um grande suporte para 0 uso do
rato como modelo para o estudo de les6es isquémicas do sistema nervoso periférico.

Existem alguns dados que revelam que enxertos nervosos vascularizados (também
conhecidos como “retalhos nervosos”) podem ser superiores ao tradicional enxerto nervoso
(desprovido da sua prépria vascularizacdo) em varias situacdes, especialmente se a vascularizagéo

local for precéria.*®*?

Estes enxertos nervosos vascularizados podem promover a invasao do enxerto
nervoso por macrofagos que estimulam a remoc¢éo de fragmentos de mielina e que contribuem para a
manutencéo das células de Schwann, que, por sua vez, poderdo tornar a regeneracao nervosa mais
rapida e completa.”

Observamos ainda que varios dos ramos do PB eram acompanhados por vasos sanguineos
relativamente largos e constantes que suprimiam o seu plexo epineural, tornando possivel levantar
estes nervos como retalhos nervosos. Além disso, este trabalho sugere que o0s seguintes
componentes do PB podem ser mobilizados como retalhos: o nervo toracodorsal no térax lateral; o
nervo medial peitoral e 0 nervo lateral peitoral na parte ventral do térax; o nervo medial braquial

cuténeo no braco; o nervo radial na parte dorsal do brago; o nervo musculocutédneo entre as duas
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cabecas do musculo bicipite braquial; o nervo mediano a nivel do antebraco; e o nervo ulnar no
braco.

A utilidade experimental de alguns destes retalhos é muito prometedora. Por exemplo, o
nervo medial braquial cutaneo pode ser utilizado como um modelo para retalhos nervosos sensitivos
e 0s nervos peitoral medial e lateral e o nervo toracodorsal podem ser modelos predominantemente
de retalhos nervosos motores.** A maioria dos outros nervos mencionados acima podem ser ainda
usados como retalhos nervosos mistos.

Bertelli et al. tinham ja referido a possibilidade do uso dos nervos ulnar e medial braquial
cutaneo e antebraquial cutdneo como retalhos dos nervos.** Contudo, tanto quanto os autores
puderam determinar, o conceito do uso dos restantes nervos como retalhos nervosos era ainda novo
na literatura. Esta informacgéo podera ser usada, por exemplo, para comparar a eficacia da reparacéo
nervosa utilizando-se, ora retalhos nervosos motores, ora sensitivos, ora mistos, no modelo do rato
Wistar.

7.1.3. Reconstrucado de Defeito no Nervo Periférico através da utilizacéo
de diferentes condutos e na presenca de um fornecimento vascular

axial; modelo animal: o rato Wistar

No rato Wistar, a seguir a neurotmese, ha um periodo de laténcia de 1 a 4 dias depois do qual
inicia-se um auto-crescimento axonal a partir do topo nervoso proximal, nhuma velocidade de 3
milimetros por dia.®® Estes valores sdo normalmente maiores do que os registados na espécie
humana, onde a fase de laténcia €, em média, de 9 dias e a velocidade maxima de crescimento
axonal é apenas de 1 a 2 milimetros por dia.*

O defeito nervoso criado neste estudo foi de 10 mm de comprimento e a distancia do topo
nervoso proximal até ao musculo gémeo foi de 15 mm.** Dai que, teoricamente, o periodo de 12
semanas de observacdo usado neste estudo tenha sido adequado para uma avaliagdo apropriada da
regeneracdo nervosa no nosso modelo.”” De facto, de acordo com a literatura, na maioria das
experimentacfes da regeneracéo nervosa no modelo do isquidtico do rato, as avaliacdes sao feitas
ao fim de 12 semanas, com avalia¢des intermédias na 4.° e 8.° semanas, como neste projeto.”>*

Este trabalho experimental demonstra que tanto o enxerto de veia autéloga como o enxerto
de membrana amniética humana imunoinerte, associados com 0s vasos sanguineos locais, ou seja,
preservado o plexo epineural, podem ser usados para reparar um defeito nervoso de 1 cm no nervo
isquiatico do rato de forma tdo efectiva como o auto-enxerto de nervo, que €, hoje em dia, a opcao

cirGrgica standard para estes defeitos.”**"*?

De facto, ndo houve diferengas significativas entre os
grupos experimentais relativamente aos parametros estruturais e funcionais que foram avaliados,
com excepc¢ao da percentagem do peso recuperado dos musculos gémeos e solhar, que foi de uma

forma significativa mais elevada no grupo C do que no grupo A.
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Seguindo a “teoria da especificidade do fasciculo”, seria melhor adoptarem-se guias ou

condutos nervosos do que enxerto nervosos ou mesmo suturas nervosas directas quando a

topografia dos fasciculos ndo pode ser clinicamente determinada, o que é muito frequentemente.>>*

Isto deve-se ao facto de que os axénios motores no segmento proximal do nervo crescem

espontaneamente e preferencialmente em direccdo aos axénios motores no segmento distal do

5,54,55

nervo, se nao estiverem bloqueados por outro tipo de axénios. Neste sentido, o enxerto de veia

autéloga e o tubo de membrana amniética humana seriam ideais.’

De acordo com a literatura, estes tubos oferecem varias vantagens adicionais,
nomeadamente: contém factores neurotréficos importantes; séo biocompativeis; parecem causar uma
resposta imunitaria muito baixa ou mesmo nula; sao flexiveis e, por isso, facilmente adaptaveis aos

dificeis acessos das feridas; e estdo prontamente disponiveis ou sao facilmente manufacturados em

diferentes tamanhos ou diametros, permitindo o melhor ajuste ao defeito nervoso.*®®?

O uso da membrana amniodtica foi reportado na literatura, pela primeira vez, na reconstrucao

do nervo periférico em 2000.>° Sabe-se que, desde entdo, apenas mais dois estudos experimentais

63,66

foram dirigidos tendo esta op¢éo como objeto de anélise. Um destes artigos avalia a preparacéo e

a integragdo de condutos nervosos com membrana amnidtica humana tratada pela fotoquimica. O

outro artigo refere a utilidade de incluir a membrana amniética dentro de condutos para enxertos

nervosos compostos ou “nervo-musculo”.®*®* Adicionalmente, tém existido referéncias no uso da

membrana amniética humana para prevenir e tratar aderéncias perineurais.®°®

Neste estudo, a membrana amniotica usada é consideravelmente diferente da membrana
referida nesses estudos, pois tem como caracteristica relevante o facto de ser imunoinerte, estando

assim preservada qualquer reac¢do imunolégica adversa, de acordo com os trabalhos que fizémos

60,69

anteriormente. Esta caracteristica da membrana amniética humana usada neste estudo foi

reconfirmada pela imunohistoquimica efectuada nos animais do grupo C, a semelhang¢a do que havia

sido feito nos animais do grupo F do estudo anterior, confirmando-se a presengca da membrana

60,69

amniética até as 12 semanas de pds-operatdrio. Portanto, parece que a membrana amnibtica

forma uma barreira a volta dos axoénios em crescimento, prevenindo possiveis aderéncias as
estruturas vizinhas.

O uso de enxertos de veia autéloga para a reparacdo do nervo periférico, por outro lado, foi
mencionado na literatura pela primeira vez em 1982.”° Desde ent&o, numerosos estudos tém indicado

47,61,62,71-81

estes condutos na experimentacdo e na clinica. Os enxertos de veia tém sido combinados

com factores de crescimento, células estaminais e pedagcos de musculos no interior dos tubos para

promover melhor a recuperagéo nervosa, 0263647183

Contudo, determinamos que esta € a primeira
vez que os condutos de membrana amnidtica imunoinerte e o enxerto autdlogo de veia foram
deliberadamente associados com 0s eixos vasculares vizinhos (o plexo extrinseco preservado) para
obter o grau de recuperagdo nervosa, em comparacdo com o tradicional enxerto de nervo,>"°%008084
Além disso, histologicamente, estas duas opcdes ficaram associadas a uma estrutura
morfolégica perto da equivalente do nervo normal, distal a reparacdo nervosa, € mesmo na ponte
(enxerto) da reparacdo do defeito nervoso, particularmente no que diz respeito a vascularizacdo do

nervo periférico.®®
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Os resultados que obtivémos com os métodos que usamos para a avaliagdo da recuperacao
funcional e para a avaliagdo da regeneragdo morfoldgica pela morfometria levam-nos também a
concordar com os estudos de alguns autores que encontraram uma correlacéo entre a recuperagdo

>% Isto

funcional e a regeneracdo morfoldgica, avaliada pela morfometria dos nervos regenerados.
permite um maior suporte para o uso clinico destes dois condutos na reparacdo de, pelo menos,
defeitos nervosos pequenos. Apesar de, em termos médios, o defeito de 10 mm criado no nervo
isquiatico do rato Wistar corresponder a cerca de ¥2 do comprimento normal do nervo do rato, devem
ser realizados mais estudos para demonstrar se o0s defeitos nervosos maiores poderdo ser reparados

de uma maneira semelhante, com sucesso, com a metodologia aqui utilizada.

7.2. Conclusées e Perspetivas de Futuro

Apesar dos grandes avan¢os nas técnicas de microcirurgia e do uso de material cirdrgico
sofisticado na cirurgia de reconstru¢céo de lesdo do nervo periférico, ainda ndo se atingiu um grau de
regeneracdo com uma recuperacéao funcional coincidente com a fungdo normal. O objectivo primordial
desta tese foi 0 de estudar a vascularizacdo do nervo periférico e a forma como esta poderia
influenciar a regeneracéo do nervo periférico.

Nos capitulos 3 e 5 sobre o estudo da vascularizacdo do nervo mediano humano e sobre o
estudo da vascularizacdo do nervo isquiatico do rato Wistar, concluimos que, o nervo isquiatico do
rato é semelhante ao nervo mediano humano nos aspectos basais anatomicos e fisiolégicos, inclusive
no que diz respeito ao padréo geral da vascularizacdo. O nervo mediano humano e o nervo isquiatico
do rato s&o, pois, muito similares em relacdo a vascularizacdo. E importante sublinhar que esta
homologia suporta o0 uso do nervo isquiatico do rato como um modelo experimental adequado para
lesBes do nervo mediano humano.

E também importante sublinhar que a principal diferenca entre o nosso estudo e outros
estudos semelhantes é o facto de termos constatado a importancia que os vasos que suprimem 0s
musculos vizinhos tém para a vascularizacdo dos nervos isquiatico do rato Wistar e do nervo mediano
humano.

Com estes conhecimentos podem ser sugeridos e planeados enxertos nervosos
vascularizados para a reconstrucao do nervo periférico lesado, porque esse tipo de enxertos poderao
tornar a regeneragao nervosa mais rapida e mais completa.

O Capitulo 4 sobre a “Vascularizagdo do Plexo Braquial do Rato Wistar” permite-nos verificar
gue a vascularizacdo do BP do rato ndo é muito diferente da reportada na espécie humana, embora
morfologicamente, o PB do rato seja um pouco diferente do PB humano. O suprimento arterial e
venoso do PB do rato deriva directa ou indirectamente dos vasos vizinhos. Estes vasos formam
plexos vasculares densos e interligados no epinervo, no perinervo e no endonervo.

Véarias componentes do PB do rato sdo acompanhadas, durante um trajecto relativamente

longo, por vasos sanguineos relativamente calibrosos e constantes que fornecem o seu plexo
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epineural, tornando possivel o seu levantamento como retalhos nervosos. Assim, embora a
morfologia do PB do rato ndo seja exactamente idéntica a humana, ele partilha uma homologia
significante. No entanto, a sua vascularizacdo nao é significativamente diferente do padrdo descrito
na espécie humana, tornando-o um modelo Gtil para estudos experimentais da patologia e tratamento
dos nervos periféricos.

Este trabalho sugere que varias componentes do PB do rato podem ser usadas como
retalhos nervosos, incluindo as fibras nervosas motoras, sensitivas ou mistas. Esta informacg&o pode
facilitar, de futuro, novos procedimentos experimentais neste modelo animal, por exemplo, para
comparar a eficacia da reparagdo nervosa usando retalhos nervoso motores, ou sensitivos ou mistos
no rato Wistar. Estes novos procedimentos experimentais sdo importantes pela sua possibilidade de
aplicacédo na clinica.

No capitulo 6, este trabalho experimental demonstrou que o enxerto de veia autéloga e o tubo
de membrana amniética humana imunoinerte poderiam ser usados para reparar um defeito nervoso
de 1 cm no nervo isquidtico do rato Wistar, na presenca da vascularizacdo axial vizinha, com bons
resultados na recuperagdo funcional e na morfologia normal do nervo, incluindo a vascularizacéo.
Sabe-se que a partir do segmento proximal da lesdo nervosa, 0s neurdnios iniciam a regeneracdo em
direccdo ao segmento distal. Uma vantagem de usar um conduto de nervo em vez de um auto-
enxerto de nervo € a de que 0s ax0nios em regeneracao irdo migrar, sem a obstrugdo dos fasciculos
do auto-enxerto de nervo.

E também importante salientar que a reconstrucdo nervosa usando estes dois tubos mostrou
uma arquitectura tipica do nervo, incluindo uma distribuicdo normal endoneural, perineural e epineural
dos vasos sanguineos.

Verificamos também que a membrana amnidtica humana imunoinerte é bem tolerada como
tubo, persistindo ainda a volta do crescimento nervoso até as 12 semanas. Isto pode evitar
aderéncias nervosas, 0 que é também um aspecto interessante de aplicacdo desta membrana na
clinica.

E fundamental o conhecimento pormenorizado da macro e da microvascularizagéo do nervo
periférico para a compreensdo da sua influéncia na regeneragdo nervosa e para se descrever novas
técnicas cirlrgicas para a reconstrucdo do nervo periférico lesado, com melhores resultados na
recuperacao funcional. Falando-se de perspectivas futuras, o tema desta tese € um ponto de partida
para a continuacao da investigacdo nesta matéria para se alcancar resultados melhores na resolugéo
da patologia da leséo do nervo periférico, algo tdo frequente na pratica clinica.
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