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RESUMO

Introducdo: Danos em nervos periféricos ndo somente resultam em perda da
funcdo nervosa, como também em regeneragcdo anormal e formagao de neuromas
dolorosos. A dor, associada a lesao nervosa, € um importante problema de saude
ainda ndo completamente resolvido. Pacientes portadores da enfermidade podem
ter uma limitacdo de qualidade na vida, tornando-se até mesmo inaptos a utilizar
préteses como em neuromas pos-amputacao de extremidades. O encapamento com
materiais diversos (silicone, veia, perineuro, etc.) € uma técnica conhecida para o
tratamento e a prevencao de neuromas. Entretanto, o uso de fascia muscular € uma
proposta em investigagao.

Objetivo: Comparar a espessura média da bainha de mielina e o numero médio de
fibras mielinizadas por milimetro quadrado em dois grupos de ratos. Um grupo onde
foi realizado encapamento do coto do nervo ciatico com fascia muscular e um grupo-
controle.

Métodos: Trinta ratos foram submetidos a secgao do nervo ciatico esquerdo. Em um
grupo, o nervo ciatico foi seccionado e o coto proximal encapado com enxerto de
fascia muscular através de microssutura. No outro grupo néo foi feito o
encapamento. Apos 45 dias, os ratos foram sacrificados e os neuromas preparados
para analise histomorfométrica computadorizada.

Resultados: Para a quantificacdo da formagdo de neuromas em cada grupo de
ratos foram usadas duas variaveis: a mensuragao da espessura média da bainha de
mielina e 0 numero médio de fibras mielinizadas por milimetro quadrado. Esses
dados foram obtidos através de analise histomorfométrica computadorizada.
Verificou-se diferenga significativa entre os grupos a 5% (p=0,0232) no que se refere
a espessura média da bainha de mielinica, segundo o teste da soma de postos de
Wilcoxon. O grupo experimental revelou mediana maior (0,4211) das espessuras
médias da bainha mielinica em relagédo ao controle (0,3919). Pelo teste t, para a
variavel numero médio de fibras mielinizadas, nao se verificou diferenga significativa
entre os grupos a 5% (t=1,041; GL=27; p=0,3073).

Conclusédo: Houve melhor formagdo de bainha de mielina no grupo onde foi
realizado o encapamento com fascia muscular. Bainhas de mielina melhor formadas
parecem ser indicativas da formacdo de neuromas menos dolorosos, conforme
dados da literatura. Nao houve diferenga entre os grupos quanto ao numero médio



de fibras mielinizadas. O encapamento do coto nervoso com fascia muscular poderia
ser uma alternativa terapéutica no tratamento de neuromas dolorosos.

Unitermos: neuroma de amputagao; preveng&o de neuromas; ratos.



OBJETIVOS

Comparar a espessura meédia da bainha de mielina e o numero médio de
fibras mielinizadas por milimetro quadrado em dois grupos de ratos. Um grupo onde
foi realizado encapamento do coto do nervo ciatico com fascia muscular e um grupo-

controle.
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INTRODUCAO

Danos em nervos periféricos ndao somente resultam em perda da funcao
nervosa, como também em regeneragdo anormal e formagdo de neuromas
dolorosos.

Os neuromas sao morbidades comuns. S&o0 uma das patologias mais
freqientemente encontradas pelos cirurgides de pé e tornozelo. Podem ser muito
dolorosos, levando a importante sofrimento fisico e psiquico. A dor, associada a
lesdo nervosa, € um importante problema de saude ainda ndao completamente
resolvido. Pacientes portadores da enfermidade podem ter uma limitagdo na
qualidade de vida, tornando-se até mesmo inaptos a utilizar proteses como em

neuromas poés-amputacido de extremidades.

HISTORICO

No passado, houve uma série de duvidas a respeito das possibilidades de
intervengao em nervos periféricos. Tal pensamento deveu-se ao fato de as células

nervosas serem classificadas como células permanentes, ou seja, caracterizam-se
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por ndo se reproduzirem apds o periodo embrionario. Ocorre que essas células,
apesar de nao se reproduzirem, possuem uma capacidade de crescimento e de
regeneragao que permite esperar reparagao em zonas lesadas (21).

Segundo Clarke e O’'Malley (1968), as primeiras descrigdes de sutura de
nervos seccionados datam de 1210-1277 e foram realizadas por Saliceto, mas foi
em 1873 que Hueter realizou a coaptacao de cotos neurais com sutura epineural, e
esta se consagrou como método cirurgico basico de tratamento de lesdes neurais
(11).

Em 1892, Nissl demonstrou as alteragbes celulares retrogradas e a
cromatdlise resultantes de uma secg¢ao neural (15). No inicio do século passado,
descobriu-se a eletrofisiologia neural, a fungcdo dos neurotransmissores e a
conformagao ultra-estrutural do sistema nervoso periférico (16 - 17).

Mitchel (1872) foi o primeiro a descrever sistematicamente os varios tipos de
dor neuropatica, vistos e tratados por ele na Filadélfia, durante a Guerra Civil
americana (43).

A adequada restauracdo de um nervo lesado é critica para a reabilitacdo
funcional. Mesmo quando musculos e tenddes sao adequadamente reparados, uma
restauragcao nervosa precaria pode resultar em atrofia, alteracdes de sensibilidade
ou na formacgao de dolorosos neuromas.

As consequéncias da lesdo da fibra nervosa dependem da sua natureza,
intensidade e do local lesado. Seddon, em 1947, na obra Lesfes cirargicas dos
nervos periféricos, estabeleceu os principios que regem o procedimento de sutura de
nervos periféricos (12). Existem predominantemente trés tipos de lesdo de fibras
nervosas: neuropraxia, axonotmese e neurotmese. Na neuropraxia, nao existe perda

de continuidade axonal entre o neurbnio e o musculo, ocorre apenas uma
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interrupcdo da conducdo nervosa (bloqueio de conducado), por uma lesao
exclusivamente na bainha de mielina no nervo. Na axonotmese, a lesdo acomete os
axoénios e, na neurotmese, ocorre perda de continuidade de todo o tronco nervoso
(9). Nas amputagdes, onde ocorre uma neurotmese, 0os neuromas sao muito
comuns.

Os segmentos distais do nervo sofrem a chamada degeneracéo walleriana,
descrita por Waller em 1850. Esse autor descreveu alteracbes importantes do
processo de regeneragao neural, sendo pioneiro em identificar a degeneracéo que
ocorria no coto distal de um nervo seccionado em um sapo. Esta consiste na
degeneragdo de axobnios, da mielina e na fagocitose desses pelos macréfagos.
Dessa forma, o axdénio degenera-se totalmente, desde o ponto de leséo até o
extremo distal do nervo (14). As células de Schwann exercem um papel fundamental
no processo de migragao de células inflamatérias para o nervo lesado, regulando a
infiltracdo dos macréfagos (48). Sdo elas também que produzem fatores de
crescimento e servem como base para as unidades regenerativas (38).

Em nosso meio, Chem, em 1983, demonstrou experimentalmente a
importancia de realizar microneurorrafia com adequada aposicdo dos fasciculos
entre os dois cotos seccionados, através de sutura epiperineural superficial, a fim de
alcangar melhores resultados (13).

MacKinon (1985) e Dellon (1988) confirmaram a validade dos estudos de
regeneragao neural em ratos, salientando que a resposta celular é idéntica a
apresentada em primatas. Constataram que apesar da rapida velocidade
regenerativa, o processo celular é similar ao dos humanos. Em suas pesquisas,
documentaram o processo de regeneragao espontanea do nervo ciatico em ratos

(18 - 19).
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Atualmente o rato € um dos modelos experimentais mais empregados para o
estudo da regeneracgao neural, devido a facilidade de obtengdo, manuseio ao fator e
sobrevivéncia. Constitui uma fonte de tecido nervoso que apresenta na microscopia
eletrbnica caracteristicas celulares indistinguiveis dos nervos periféricos da espécie
humana. O modelo experimental mais comumente empregado € o do nervo ciatico e
seus ramos, nervo fibular e tibial posterior (20).

A morfometria — método de analise diagndstica quantitativa com técnica
semi-automatizada ou automatizada — foi uma grande conquista. Esse sistema
consiste de um microscopio 6ptico acoplado a uma camera fotografica que estéao
conectados a um microcomputador cujo programa analisa digitalmente a imagem
microscopica. A maior vantagem do emprego do computador é permitir o
armazenamento, a mensuragdo e a anadlise de dados histolégicos numérica e

objetivamente (20).

ETIOLOGIA DO NEUROMA

Quando um nervo periférico & seccionado, uma parte do axénio permanece
unida ao corpo neural. A essa parte denomina-se por¢ao proximal. Ao fragmento do
axoénio que fica do outro lado, sem ligagdo com o corpo neural, denomina-se porgao
distal. No momento em que acontece uma lesao nervosa, ocorrem alteracées tanto
numa porgao quanto na outra. A porcao distal sofre degeneragao walleriana. No
corpo celular do neurbnio danificado, desenvolve-se uma série de modificagcdes na
sintese protéica, preparando o axénio para a regeneragdo. Como consequéncia, no

segmento proximal, cada fibra nervosa lesada tentara regenerar e emitird uma série
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de novas fibras (brotos nervosos). A formagao do neuroma ocorre como resultado da
regeneragao desorganizada, quando os brotos nervosos nao encontram um
segmento distal adequado para seu crescimento. O crescimento arborescente das
fibras nervosas do coto proximal, associado a reacao cicatricial, forma o neuroma.

Na microscopia eletrbnica de lesbes nervosas periféricas, aparecem
mudangas ultra-estruturais: a regeneragado axonal inicia-se em 7 dias e é estimulada
por fatores neurotréficos, que parecem desenvolver um papel importante nesse
processo (41).

Ha um substancial aumento do fluxo sanglineo na fase precoce (do 2° ao
14° dias) da formagdo do neuroma em ratos. Entretanto, na fase crbnica, ocorre
isquemia, o que pode ser um impedimento a regeneragdo. Eventos locais que
ocorrem no coto proximal sdo de consideravel importancia, ja que podem determinar
0 microambiente para a regeneragao nervosa. Dessa forma, o microambiente, onde
o coto proximal esta inserido, teria influéncia no desenvolvimento da dor neuropatica

(39).

ETIOLOGIA DA DOR NEUROMATOSA

A dor proveniente do neuroma € produzida quando o tecido nervoso
anormal, geralmente cercado por tecidos cicatriciais, € estimulado por pressao,
tensdo ou hipoxia.

Cravioto (1981) descreveu que neuromas dolorosos contém um grande
numero de pequenas fibras nao mielinizadas, aparentemente em quantidade muito

maior que as mielinizadas. Com esse fato em vista, sugere que um grande numero
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de fibras ndo mielinizadas pode estar relacionado com os sintomas dolorosos em
alguns pacientes (29). England (1998) detectou a existéncia de uma distribuicéo
anormal de canais de potassio em neuromas humanos, 0 que poderia estar
relacionado com a hiperexcitabilidade presente nessas lesdes nervosas (36).

Existe uma grande variabilidade na intensidade da dor neuropatica de
paciente para paciente, mesmo quando o tipo de lesao parece ser idéntico. Alguns
sofrem de severa e intratavel dor de membro fantasma ou do coto de amputacéo,
enquanto outros, com lesbes muito semelhantes, ndo referem sintoma algum.
Sugere-se entdo um padrao hereditario no desenvolvimento da dor neuropatica.
Esse fato foi comprovado em experiéncias com animais por Liu (2001). O autor
indica que diferengas hereditarias (em ratos), na resposta elétrica em tipos
especificos de células aferentes, parecem ser determinantes fundamentais no
desenvolvimento da dor neuropatica (44).

As hipéteses mais atuais a respeito dos mecanismos de desenvolvimento da
dor neuropatica incluem uma distribuicdo anormal dos canais de sédio no neuroma.
Excitabilidade persistente e anormal dos terminais sensitivos em um neuroma é
considerado um dos mecanismos da dor do coto de amputagéo (43). Kretschmer
(2002) descreve evidéncias, sugerindo que o acumulo de canais de sodio na ponta
axonal danificada deve ser responsavel pela hiperexcitabilidade axonal ectépica e
pelos resultantes fendmenos sensoriais como dor e parestesias. Subtipos de canais
de sddio como PN1 e PN3 estdo acumulados anormalmente em neuromas humanos
(46).

O fator de crescimento nervoso aparentemente tem um papel na patogénese

da formacao do neuroma e no desenvolvimento da dor neuropatica. O uso de
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inibidores do fator de crescimento nervoso em um coto nervoso parece reduzir a

formagao de neuroma e de dor neuropatica em ratos (50).
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1 TRATAMENTO

1.1 METODOS TERAPEUTICOS

A primeira abordagem terapéutica na prevengdo de neuromas deve ser
focada na reconstrugédo do “gap” nervoso por reparo primario ou com enxertia,
orientando os axbnios regenerantes, para restabelecer sua fungdo motora e/ou
sensitiva. Quando isso nao é possivel, como em cotos de amputagdo onde néao
existe o coto distal, existem diversos métodos terapéuticos citados para a profilaxia e
o tratamento de neuromas dolorosos, incluindo métodos cirurgicos e nao cirurgicos.
Nos métodos nao cirurgicos, pode ser citada a inje¢gado com substancias diversas
dentro do coto nervoso, como alcool, formalina, fenol e outros até a
dessensibilizacdo das vias de condugao dolorosas. As alternativas nao cirurgicas
tém resultados muito controversos na literatura, porque numerosos estudos
incluiram pacientes que falharam a outras modalidades terapéuticas. Alguns
tratamentos cirdrgicos visam alterar o meio ambiente do nervo amputado,
transportando-o para dentro de um musculo ou osso. Outras alternativas cirurgicas
sao o uso de retalhos para proteger a terminagéo nervosa de tecidos cicatriciais e o

encapamento do nervo com materiais distintos, como silicone, enxerto nervoso ou de
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epineuro, na tentativa de proteger da regeneracdo. Todos os meétodos citados
demonstraram eficacia. Entretanto, nenhum deles funciona universalmente (2).

O diagndstico de neuroma de amputagdo € feito basicamente pela
sintomatologia e historia clinica. A Ressonancia Nuclear Magnética € um 6timo meio
de diagnéstico por imagem em neuromas de amputagcao de membros inferiores. Ela
torna possivel demonstrar as caracteristicas patolégicas do neuroma. E
aconselhavel que esse exame seja realizado na suspeita de neuroma pos-
amputacdo de membros inferiores, pois ajuda a confirmar o diagnostico e a
estabelecer a topografia exata da lesédo (68). A radiografia convencional deve ser o
primeiro exame de imagem a ser solicitado apds o exame clinico, para descartar
dores de origem éssea, como osteomielite, ossificacdo heterotopica e outras. A
ultrasonografia pode demonstrar alteragbes inflamatdrias no coto de amputagéo,
bem como colegdes liquidas. Entretanto, a Ressonancia Nuclear Magnética é o
exame de escolha quando o exame clinico e outros exames de imagem s&o

inconclusivos (69).

1.1.1 Bloqueios nervosos

O uso de bloqueios neuroliticos ha muito vem sendo utilizado no tratamento
de neuromas. O uso do alcool absoluto € amplamente difundido. Muitos estudos
mostram tentativas terapéuticas com o uso de diversas substancias quimicas com o
objetivo de deter o crescimento nervoso. Na maioria dos casos sao tentativas
empiricas pela falta do entendimento completo da fisiologia nervosa e dos

mecanismos de reparacgao neural (2).
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Pataky (1973) sugere o uso de triancinolona (27).

Williams (1984) sugeriu que o uso de bloqueios simpaticos com guanetidina
pode ser util em alguns pacientes nao responsivos a outras técnicas de tratamento
(26).

Brander (1989) injetou a toxina lectina-ricina no coto proximal de nervos
ciaticos de ratos seccionados, para avaliar seus efeitos na formacdo de neuromas.
Todos os animais tratados ndo mostraram evidéncias de elementos nervosos viaveis
apés um més de tratamento. Todos os controles mostraram a formacdo de
neuromas (28).

Kirvela (1990) utilizou bloqueios neuroliticos com fenol-glicerol em pacientes
com dor intratavel, decorrente de neuromas pds-amputagdo ou de outras cirurgias.
O autor recomenda que os bloqueios sejam uma alternativa terapéutica quando a
cirurgia fracassa (25).

O ultra-som é uma modalidade diagnéstica estabelecida para a avaliagéao
dos neuromas. Pode ser util na localizagdo dos mesmos para a realizacdo de

terapéutica injetavel (67).

1.1.2 Ligadura do coto proximal

Battista (1981) demonstrou que a formagao de neuroma em nervo ciatico de
ratos € maior se o coto proximal for ligado como um todo, ao invés de simplesmente
ser seccionado. O processo de formacdo neuromatosa parece ser mais intenso
quando ha ligadura em bloco do coto nervoso. Entretanto, quando a ligadura for

fascicular, e o perineuro mantido intacto, o processo de regeneragdo axonal foi
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atenuado, levando a uma menor formagcdo de neuroma (23). O mesmo autor,
também em 1981, demonstrou a nao-formacdo de novos neuromas dezesseis
meses apos a resseccgao destes e apds a ligadura fascicular em humanos. Parece
que manter o perineuro intacto, por meio de ligacbes seletivamente fasciculares,
altera significativamente a regeneragdo axonal e a formagado de neuromas também
em humanos (37).

Yuksel (1997) comparou em humanos os efeitos protetores na formagao de
neuromas que a ligadura epineural, retalho ou enxerto de perineuro exercem sobre 0
coto nervoso. Encontrou que, quando se utiliza um enxerto de perineuro para cobrir
o coto nervoso, ocorre uma significativa melhora na prevengéo da dor do que

quando comparados com outros grupos (33).

1.1.3 Implantagdo em musculo

A translocacdo do coto neural de estimulos nocivos, com a implantacao
desse coto em musculo ou osso, tem sido utilizada. Os primeiros relatos dessa
técnica datam de 1918, no trabalho de Moszkowicz (10).

O sepultamento do coto no musculo ou no 0sso € o tratamento cirurgico
utilizado com maior frequéncia e apresenta bons resultados em relagédo a dor (80 a
90%). Mesmo quando ha recorréncia da formagao do neuroma, apds esse tipo de
procedimento, em geral ndo ha retorno da dor, ja que o coto é posicionado distante
de um local de facil estimulagdo mecanica (70).

Dellon (1986) descreve técnica de tratamento de neuroma através da

ressecg¢ao e implantacdo muscular. O trabalho de Dellon foi realizado em sessenta
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seres humanos. Os neuromas foram ressecados e implantados dentro do ventre
muscular, a uma distancia de dois centimetros da superficie do musculo. O coto
nervoso foi fixado sem nenhuma tensdo com sutura epineural de nailon 6.0.
Encontrou-se um alivio satisfatorio da dor em 80% dos pacientes tratados (10).
Esses dados sao conflitantes em relagdo aos trabalhos de Laborde (1982), que
relata resultados de um experimento de dez anos. A simples sec¢cdo do neuroma e
seu posterior implante no ventre muscular resultou em um inaceitavel indice de
recidiva de 65% (24).

Zhang (1997) identificou que, apds a implantagdo muscular do coto nervoso,
as fibras nervosas dispersaram-se entre as fibras musculares e nido ocorreu a
formagao de um neuroma definido (51).

Brooks (2001) descreve uma nova técnica para implantagao intramuscular
do coto nervoso poés-excisao de neuroma periférico, utilizando a “ancora de tecidos
moles de Mitek” (um tipo de agulha modificada). Indica que a técnica é capaz de
posicionar o coto nervoso em uma profundidade e tensdo precisas no tecido
muscular com trauma minimo (45).

Stahl (2002) descreve um alto indice de alivio da dor e melhoria funcional no
tratamento cirdrgico de neuromas dolorosos do nervo cutaneo medial do antebraco,

através de implantagao do coto nervoso no musculo triceps (47).

1.1.4 Anastomose centro-central

A expressdo anastomose centro-central é utilizada para descrever a

conexao término-terminal entre grupos fasciculares pareados do coto proximal. Por
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exemplo, em um coto de amputagao digital, os cotos nervosos de ambos os lados do
dedo sao confrontados e suturados de maneira término-terminal. Essa conexao é
realizada primariamente ou através de um enxerto de nervo interposto entre esses
grupos fasciculares.

Em 1984, Gorkisch descreveu essa nova técnica cirurgica para prevengao
de neuromas de amputacgao na cirurgia de mao, confirmando em seres humanos os
bons resultados obtidos previamente em animais (8).

Gonzalez (1985), em modelos de neuromas dolorosos em ratos, encontrou
uma reducado no tamanho do neuroma com esta técnica (32).

Barbera (1993) constatou que a dor tipica de neuroma desapareceu em
todos os casos tratados com a técnica. Entretanto, dores esporadicas e difusas
permaneceram em alguns. Nado houve melhora na sensagcdo de membro-fantasma
(31).

Low (1999) utilizou uma técnica término-lateral, suturando o coto nervoso a
porcao lateral de outro nervo. Conclui que essa técnica € um método terapéutico de
sucesso na prevengao de neuromas. Em seu estudo, encontrou uma regeneragao
mais organizada e menor formagédo de neuroma quando comparados com O grupo -
controle (3).

Um estudo em seres humanos (Belcher, 2000) pesquisou os efeitos da unido
centro-central na formagdo de neuromas apdés amputagado digital. Concluiu que o
resultado sdo cotos de amputagao mais confortaveis. Entretanto, houve maior perda
de sensibilidade nesse grupo, quando comparados ao controle (6).

Wood (1987) descreve o tratamento de cinco pacientes com dor intratavel
decorrente de neuromas desenvolvidos pds-amputagdo em nivel do punho ou

antebraco. O coto de nervo mediano foi ressecado e anastomosado no nervo ulnar
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dentro do musculo pronador redondo. Em um paciente foi realizada a anastomose
do nervo interésseo anterior ao nervo radial sob os musculos do antebrago. Os
pacientes relataram uma melhora sintomatica em torno de 80 a 90% de reducgao de
dor. O autor sugere que esse procedimento € uma alternativa terapéutica que deve
ser reservada quando todos os outros tratamentos falharem (30).

Smahel (1998), em uma revisao bibliografica de 1998, indica que o potencial
regenerativo dos axoénios necessita ser reduzido gradualmente. Uma das técnicas
que mais se aproxima desse ponto de vista € a anastomose centro-central e o
encapamento dos terminais nervosos com enxerto de nervo ou veia (4).

Al-Quatan, em 2000, estudou a utilizagdo de neurorrafia término-lateral na
prevencdo e no tratamento de neuromas dolorosos em ratos. Os animais foram
divididos em dois grupos: em um grupo, o nervo tibial foi seccionado e suturado em
um padrao término-lateral no nervo peroneal adjacente. No outro grupo, 0 nervo
tibial foi seccionado e implantado no subcutédneo. A andlise histolégica mostrou a
formagao classica de neuroma no segundo grupo e a formagdo de um neuroma
“nao-classico” no primeiro. O nervo tibial cicatrizou dentro do nervo peroneal,

havendo continuidade com os perineuros (5).

1.1.5 Laser

Aparatos modernos, como o laser Nd:YAG tem sido utilizados na tentativa
de inibir a formacao de neuromas.
Kuzbari (1996) irradiou cotos proximais de nervos seccionados de ratos com

laser de CO2. Encontrou na analise morfométrica menos tecido conetivo, fibras
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maiores em diametro e melhor mielinizadas do que no grupo-controle. Os dados o
levaram a sugerir que o laser de CO2 ¢é eficaz na prevencédo de neuromas (56).
Menovsky (1999) seccionou e coagulou difusamente o nervo ciatico de ratos
com o Nd-YAG laser. No lado contralateral, grupo-controle, o nervo ciatico foi
seccionado com uma microtesoura. A real formagao de um neuroma nao pode ser
observada no grupo onde foi utilizado o laser, apenas em alguns casos foi percebida
a formagao de um bulbo neuromatoso, com minima adeséo aos tecidos adjacentes.
No grupo-controle houve a formagao de amplos neuromas de amputagédo. Os nervos
seccionados com o laser mostraram alteragdes degenerativas na bainha de mielina,
e nao houve proliferacdo das células de Schwann. Nao ocorreu crescimento de
axbnios além dos limites do coto proximal coagulado. Uma camada epiperineural foi
evidenciada cobrindo o coto nervoso. Conclui-se que o uso do laser Nd-YAG é
capaz de suprimir a formagéao de neuromas de amputacéao, pela coagulagao térmica,

e a supressao da proliferagao das células de Schwann (34).

1.1.6 Implantagcao/encapamento com veia

A implantagcdo do coto neural em uma veia é uma técnica muito utilizada,
pois sdo facilmente acessiveis e, por muitas vezes, estado proximas aos nervos.

Low (2000) implantou ramos do nervo femoral direito de ratos dentro da veia
femoral. O epineuro foi suturado a tunica adventicia da veia em um dos lados, e o
outro lado serviu como controle (foi feita somente a sec¢gao do nervo). A analise
histolégica dos controles mostrou a formagao de neuromas maiores que no grupo do

nervo implantado na veia. As fibras nervosas regeneradas foram encontradas
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dentro da adventicia e da camada muscular das veias. Ndo houve penetragao do
tecido nervoso dentro do lumen do vaso nem houve trombose (1).

Herbert estudou, em quatorze seres humanos, ao longo de cinco anos, 0s
resultados da implantacdo do coto nervoso dentro do lumen de uma veia. Onze
pacientes evoluiram com redugdo sintomatica significativa, dois apresentaram leve
retorno nos sintomas, mas que nao justificariam nova intervencéo cirurgica. Em um
caso nao houve resposta, indicou-se nova exploragao cirurgica e constatou-se que o
coto nervoso havia se soltado da veia. Houve sucesso terapéutico com a realizagao
de novo implante dentro do lumen venoso (22).

Chiu, em 2000, relata um caso de multiplos e recorrentes neuromas em um
paciente com braco amputado, com uma histéria clinica de quinze anos,
exemplificando assim as dificuldades terapéuticas dessa patologia. Varias
modalidades cirurgicas foram utilizadas, incluindo o sepultamento do coto nervoso
em musculo e osso. Uma das técnicas utilizadas com sucesso foi o encapamento do
nervo seccionado com um enxerto de veia autdlogo. Sugere também que a
utilizacdo de enxerto de nervo seja uma alternativa terapéutica dessa patologia
desafiadora (7).

Risitano (2002) sugere que, no atendimento de emergéncia de lesbes de
nervos sensitivos da mao, seja usado um enxerto de veia como conduto para a
reparagao nervosa, visando prevenir a formagao de neuromas dolorosos (52).

Koch, em 2003, conduziu um estudo em animais para investigar a influéncia
da transposicdo do coto dentro de uma veia na formacdo de neuromas. Encontrou
diferencgas significativas entre o grupo-controle e de tratamento, no que se refere ao
tamanho do neuroma, a arquitetura endoneural, a relagao tecido nervoso com tecido

conjuntivo e a mielinizagdo dos axbnios. Seus dados dao a entender que o
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procedimento de implantacdo em veia pode inibir a formagao de neuroma classico

(53).

1.1.7 Criocirurgia

A criocirurgia também é empregada para o tratamento de lesbes nervosas.

Através de uma sonda criogénica, destrdi-se o tecido nervoso, causando
desmielinizagcdo e consequente degeneracdo walleriana do axdénio. Como o
perineuro e o epineuro sdo preservados, a formacado de neuromas de amputagao é
prevenida (55).

Davies, em 2000, descreve o tratamento de seis pacientes com dor crbnica,
apoés dano nervoso com uma crio-sonda. Todos os pacientes mostraram melhora
sintomatica (35).

Caporusso (2002) estudou a eficacia da neuroablagdo criogénica em
neuromas da extremidade inferior. Encontrou um indice de eficacia no alivio da dor,
similar ao da cirurgia; entretanto, com um periodo de recuperagao pos-procedimento

mais rapido (40).

1.1.8 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica abriu novas perspectivas de tratamento.
Dowsing (2001) demonstrou um aumento na produc&o de fator inibitorio da
leucemia em lesdes nervosas e que essa produgao retorna a niveis normais apos a

restauracao da fung¢ao do nervo. Quando ocorre a formacédo de neuromas, 0s niveis
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podem permanecer elevados por anos. A relagao entre a formagao de neuromas e
niveis persistentemente elevados de fator inibitério de leucemia permanece em
estudos para ser esclarecida (54).

Harpf (2002), em um estudo imunoistoquimico de neuromas periféricos
humanos e nervos digitais normais, revelou uma alta imunorreatividade ao fator de
crescimento nervoso dos receptores p75 e trkA ao receptor do fator neurotréfico
derivado da linha de células gliais GFRalfa-1. Imagens semi-quantitativas mostraram
uma imunorreatividade aumentada ao trkS no grupo do neuroma, o que podera
influenciar futuras terapias através da administracdo de neurotropinas e outras
substancias (41).

Kretschmer (2002) demonstrou que espécimes de neuroma exibem
consideravelmente maior imunofluorescéncia para canais de sodio e para a proteina
anquirina G do que para nervos normais. Os neuromas dolorosos ainda mais.
Modelos animais ligam a anquirina G com o acumulo de canais de sodio nas pontas
nao mielinizadas dos axbnios regenerantes. Talvez uma desregulagem desses
mecanismos seja 0 passo inicial da cascata que leva um neuroma a ser doloroso ou

nao (42).

1.2 PREVENCAO DOS NEUROMAS

A prevengdao de neuromas € um problema cuja solugdo ainda estd em
estudo. Este trabalho visa contribuir para um melhor conhecimento das modalidades
terapéuticas dos neuromas. Alguns estudos reportam sucesso nas técnicas de

encapamento do coto nervoso, tendo resultados comparaveis as técnicas de
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implantagdo no musculo ou osso. Outros, entretanto, ndo demonstram resultados tao
promissores. A maioria das falhas do método de encapamento, para inibir o
crescimento axonal, € atribuida a erros, como o deslocamento da capa ou o
crescimento nervoso através das capas. Existem relatos de bons resultados com a
utilizacdo de veia, mas a literatura € pobre no que diz respeito ao uso de fascia
muscular. Hipoteticamente, esse tecido € mais resistente e de mais facil obtencao do

que veia, fato esse que motivou o presente estudo.

1.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento de eficazes tubos condutores nervosos, por meio da
biotecnologia, € uma interessante perspectiva para o tratamento de neuromas no
futuro. A células de Schwann, obtidas por cultura, sdo provavelmente as células de
escolha para introdugéo nos tubos (49).

Inibidores do fator de crescimento nervoso podem reduzir a formacao de
neuromas e o aparecimento da dor neuropatica, sem danificar o corpo celular de
neurénios cujos axénios foram seccionados (50).

Farmacos capazes de bloquear diferentes subtipos e subunidades de canais
de sodio, anormalmente acumulados em neuromas, também sao uma perspectiva

terapéutica (46).
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado em 30 ratos do sexo feminino da raca Wistar,
com peso médio de 212 gramas (x30g foi admitido). Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e ficaram sob
controle do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

O tamanho da amostra foi estabelecido através da andlise de diversos

trabalhos prévios e semelhantes na literatura.
Realizou-se experimento-piloto em 10 animais, onde foram esclarecidos detalhes de
anatomia, treinamento da técnica cirurgica e anestésica e padronizagdo de
procedimentos. A anatomia do sistema nervoso do rato foi estudada a partir das
descricdes de Greene (57). Os animais foram mantidos por 45 dias. Na etapa
seguinte, os cotos nervosos foram ressecados, preparados e estudados, como
pretendido pelo trabalho propriamente dito.

Os procedimentos cirurgicos foram todos realizados pela mesma equipe.

Obedeceram-se a todos os principios éticos no tratamento dos animais,
evitando dor e desconforto durante todas as etapas. No pds-operatério foram
mantidos em gaiolas, sendo supridas as necessidades basicas de alimentacéo e

conforto em consonancia com os preceitos baseados no Guide for the care and use
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of laboratory animals. National Academy Press. Washington: D.C. 1996. A Lei
9.605/98 de Crimes Ambientais e as Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da
Vivissecgao de Animais, contidas na Lei 6.638 foram respeitadas. O trabalho
também esta de acordo com as Normas de Utilizagdo de Animais em Projetos de
Pesquisa da Comissdo de Etica em Saude/ GPPG/HCPA, Resolucdo Normativa
04/97.

Na anestesia utilizou-se cloridrato de zolazepam (Zoletil®) 50 mg/ml na
dosagem de 1m/kg de peso associado a solugdo aquosa de cloridrato de di-
hidrodiazina (Rompum®) na dosagem de 0,33ml/kg de peso, por via intraperitoneal.
(Figura 1) Na eutanasia, administrado superdosagem de tiopental sodico. Houve
perda de trés animais durante os procedimentos de anestesia e periodo poés-

operatorio.

Figura 1: Técnica de anestesia intraperitoneal

Apods a anestesia, imobilizaram-se os animais em decubito ventral em placas
de cortica revestidas por plastico, utilizando-se gentilmente fita adesiva. A seguir,

anti-sepsia com alcool e tricotomia no membro inferior direito (Figura 2).
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Figura 2: Imobilizagao com fita adesiva e tricotomia

O trabalho foi constituido de dois grupos com quinze animais cada: em um
grupo foi feito o encapamento com fascia muscular, a seguir denominado de grupo-
experimento. No outro grupo, o nervo ciatico foi simplesmente seccionado e a seguir
sera denominado simplesmente de grupo-controle.

O nervo ciatico esquerdo de 15 ratos Wistar foi seccionado no nivel médio
da coxa, localizagdo que foi medida em cada caso através de papel milimetrado,
tendo como ponto de referéncia o inicio da bifurcacdo do nervo, procurando-se
padronizar a altura da secc¢ao nervosa a 2 mm acima da bifurcagao (3).

Apods seccionados, os cotos proximais foram encapados com o enxerto de
fascia muscular, suturados com fio de nailon 10-0, agulha romba BV 130-5 (Ethicon
Inc. S&o Paulo - SP-Brasil), numa média de 4 a 5 pontos. A sutura observou o0s
principios da técnica microcirurgica atraumatica. A hemostasia perineural foi feita
apenas com compressdo, e 0 campo cirurgico foi mantido umido com solugéo
fisiologica durante todo o procedimento. O coto distal foi removido, para evitar

reaproximagao espontanea dos cotos, fato este que foi identificado no projeto-piloto.
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Apés, o nervo foi devolvido ao seu leito, os planos musculares fechados com
fio de poligalactina 4-0 e a pele suturada com fio de nailon 6-0. Todos os
procedimentos cirurgicos foram realizados pelo autor com o auxilio de lupa cirurgica
e utilizagdo de material especifico para microcirurgia.

No grupo-controle foram executados todos os passos do grupo-experimento,
exceto o posicionamento do enxerto no coto proximal. Houve coleta do enxerto (que
foi desprezado) e sutura perineural com 4 ou 5 pontos e fio de nailon 10-0 da mesma
forma que no grupo de intervencgao.

A seguir descrever-se-d0 detalhadamente todos os procedimentos
cirargicos.

A cirurgia foi executada sob a visdo de microscépio cirurgico marca D.F.
Vasconcellos. O material empregado foi especifico para a realizagdo de
microcirurgia e constou de pingas, tesouras e porta-agulha de microcirurgia

(Figura 3).

Figura 3: Microscépio cirurgico e material de microcirurgia

No grupo-experimento, depois do posicionamento dos animais na placa de
cortica e da tricotomia do membro inferior esquerdo foram executados os seguintes

passos:
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posicionamento do animal sob o microscopio (Figura 4);
marcacao da incisdo da pele de 1,5cm (Figura 5);

incisdo com lamina de bisturi n. 15, dissec¢éo e posicionamento
dos afastadores confeccionados pelos autores com arame de ago
moldado e borracha tipo elastico (Figura 6);

hemostasia com simples preensio do vaso;
identificacdo da fascia muscular (Figura 7);
coleta do enxerto da fascia muscular (Figura 8);

preparagdao e padronizagdo do enxerto com o auxilio de papel
milimetrado, formando um quadrado de 5 mm de altura por 5 mm
de largura, sempre mantido em ambiente umido em soro
fisiolégico (Figura 9);

disseccgao e identificacdo do nervo ciatico (Figura 10);

preparo para o encapamento, posicionando-se o enxerto de
fascia muscular sob o nervo ciatico, antes da sutura
microcirurgica (Figura 11);

sutura do enxerto da fascia muscular no nervo ciatico com fio de
nailon 10-0, 4 ou 5 pontos, por meio de técnica microcirurgica
(Figura 12);

preparo para a sec¢ao do nervo ciatico, 2 mm acima do inicio de
sua bifurcagdo. O nervo foi posicionado em uma pinga apropriada
para sec¢ao nervosa (Figura 13);

secc¢ao do nervo ciatico com lamina n. 11 através do instrumento
para secgao nervosa (Figura 14);

0 nervo ciatico foi entdo dividido em coto proximal e distal. O
encapamento com fascia muscular fica junto ao coto proximal.
Foi feito mais um ponto microcirurgico para completar o
encapamento junto a ponta seccionada do nervo (Figura 15);

o coto distal é identificado e ressecado (Figura 16);

o coto proximal encapado é devolvido ao seu leito original (Figura
17);

fechamento por planos. Camadas musculares com fio de
poligalactina 4-0 e pele com fio de nailon 6-0 (Figura 18).



Figura 4: Animal anestesiado, posicionado sob o microscopio,
fixado na placa de cortica e material microcirargico

Figura 6: Incisao da pele (a esq.) e posicionamento dos afastadores (a dir.)
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Figura 7: ldentificagcdo da fascia muscular (visdo sob microscopio)

Figura 8: Coleta do enxerto de fascia muscular

Figura 9: Padronizacédo do enxerto com o auxilio de papel
milimetrado (5mm por 5mm)
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Figura 11: Preparo para o encapamento (a esq) e posicionamento do enxerto
sob o nervo ciatico (a dir.), antes da sutura microcirurgica

Figura 12: Encapamento do nervo ciatico com enxerto de
fascia muscular, através de 4 ou 5 pontos com
fio de nailon 10-0
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Figura 13: Nervo ciatico ja encapado, sendo preparado para
a seccao através do uso de instrumento apropriado
para esse fim

Figura 14: Lamina de bisturi n. 11 sendo introduzida na
pinca de secgdao nervosa. O nervo ciatico é
seccionado, e 0 encapamento fica preso ao coto
proximal
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Figura 15: Coto proximal encapado com enxerto de fascia
muscular

Figura 16: O coto distal é identificado (a esquerda, preso por pinga) e resseca
do (a direita sobre a pele)
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Figura 17: Coto proximal encapado e reposicionado em seu
local de origem

Figura 18: Fechamento

No grupo-controle, os procedimentos de anestesia e posicionamento dos
animais foram executados de forma idéntica ao grupo-experimento.

Descrevem-se a seguir os passos cirurgicos do grupo-controle:
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posicionamento do animal sob o microscopio (Figura 4);

marcacgao da incisdo da pele de 1,5cm (Figura 5);

incisdo com lamina de bisturi n. 15, disseccéo e posicionamento dos
afastadores confeccionados pelos autores com arame de ago moldado
e borracha tipo elastico (Figura 6);

hemostasia com simples preensao do vaso;

identificacdo da fascia muscular (Figura 7);

coleta do enxerto de fascia muscular (Figura 8);

o enxerto foi desprezado;

dissecgéo e identificagdo do nervo ciatico (Figura 10);

sutura perineural com fio de nailon 10-0 4 ou 5 pontos sem o enxerto
de fascia muscular ( Figura 19);

preparo para a secg¢ao do nervo ciatico, 2mm acima do inicio de sua
bifurcacdo. O nervo foi posicionado em uma pinca apropriada para
seccgao nervosa (Figura 13);

secgdo do nervo ciatico com lamina n. 11 por meio de instrumento
para secgao nervosa (Figura 14);

o nervo ciatico foi entdo dividido em coto proximal e distal. O
encapamento com fascia muscular ndo foi realizado, sendo o unico
diferencial entre os dois grupos (Figura 20);

o coto distal é identificado e ressecado (Figura 16);

o coto proximal € devolvido ao seu leito original (Figura 21);

fechamento por planos. Camadas musculares com fio de poligalactina
4-0 e pele com fio de nailon 6-0 (Figura 18).
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Figura 19: Sutura epineural no nervo ciatico com fio de nailon 10-0

Figura 20: Nervo ciatico ja seccionado, coto proximal com
pontos microcirurgicos evidenciados pelo instru-
mento
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Figura 21: Coto proximal sem encapamento (grupo-controle)
devolvido ao seu leito original

Depois do procedimento cirurgico os animais passaram por recuperagao
pos-anestésica.

Recuperados da anestesia, os ratos foram colocados em gaiolas
apropriadas, recebendo ragdo comercial para ratos e agua a vontade. Eram
mantidos em sala adequada com controle de iluminagdo, temperatura e umidade

(Figura 22).
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Figura 22: Animais acondicionados em gaiolas, aguardando o
prazo de 45 dias para a segunda etapa do procedi
mento

Quarenta e cinco dias ap6s, procedia-se a eutanasia, com superdosagem de
tiopental soédico via intraperitoneal. Somente foi iniciado esse procedimento quando
se tinha a certeza de que o animal nao sofreria nenhum tipo de dor. O nervo ciatico
foi coletado de forma idéntica em ambos os grupos e preparado para fixagdo. A
preparacao consistiu em prender o nervo ciatico através de sutura em uma haste
plastica, para que o processo de fixagdo ndo causasse encolhimento do nervo ou
artefatos que prejudicassem a analise histolégica.

Descrigao detalhada do processo de coleta dos neuromas apds 45 dias:

— eutanasia dos animais com injecdo em dose letal de tiopental sddico
intraperitoneal;
—  tricotomia do membro inferior esquerdo;

—  posicionamento do animal sob microscopio e preparo do material
microcirurgico (Figura 23);

— marcagao da pele, incisdo com lamina de bisturi n. 15;

— dissecgéao por planos até a identificagdo do nervo ciatico;
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identificacdo do coto proximal do nervo ciatico com o neuroma
(Figura 24);

ressecgao do coto proximal e do neuroma, em uma pega cirurgica de
aproximadamente 2cm de comprimento (Figura 25);

preparo da pecga cirdrgica para fixacao histolégica. O nervo foi
tracionado na horizontal, de forma que ficasse em linha reta, sem
dobras ou tor¢des que pudessem prejudicar posteriormente a analise
histolégica. Prendeu-se o coto nervoso em uma haste plastica
através de pontos com fio de microcirurgia (nailon 8-0), para impedir
o encolhimento do mesmo durante a fixacdo. Houve cuidados para
nao agredir a forma natural do neuroma com a sutura, buscando-se
posicionar os pontos nos tecidos mais periféricos possivel (Figura
26);

fixagdo do coto nervoso com o neuroma em haste plastica, com
solugao fixadora formada por glutaraldeido a concentragéo de 2,5%,
paraformaldeido a 2% e tampao fosfato 0,12M (Figura 26).

Figura 23: Preparo para coleta dos neuromas, 45 dias apés o
primeiro procedimento. Animal posicionado sob
microscopio e material microcirurgico



Figura 24: Coto proximal do nervo ciatico e o neuroma

Figura 25: Coto proximal e neuroma ressecados em uma peca
cirurgica de aproximadamente 2 cm de comprimento
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Figura 26: Neuroma (na ponta a direita da figura) e fragmento
do nervo ciatico presos com pontos em haste plasti
ca

Figura 27: Haste plastica com a peca cirurgica em solugao
fixadora
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2.1 PROCESSO DE PREPARACAO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os nervos coletados in vivo foram imediatamente armazenados em uma
solugdo fixadora formada por glutaraldeido a concentragdgo de 2,5%,
paraformaldeido a 2% e tampao fosfato 0,12M (Figura 27).

Na fase inicial de preparagao, foram realizadas trés lavagens (processo em
que a amostra € submersa e mantida em repouso, também chamado de banho)
consecutivas de 30 minutos com tampao fosfato 0,1M. Subsequentemente, foi
executada uma lavagem mais prolongada, de 45 minutos, composta por tetroxido de
6smio a 2% e tampao fosfato 0,2M na proporgado de 1:1, chamada de pds-fixagdo. A
sequéncia de trés banhos consecutivos de 30 minutos em tampao fosfato 0,1M foi
repetida nesse momento.

O processo continua com a etapa de desidratacao, realizada com lavagens
em concentragcbes crescentes de acetona em tempos determinados, conforme

ilustrado na tabela abaixo:

Tabela 1: método de lavagem com concentragdes crescentes

de acetona
Concentracao de acetona Tempo (minutos)
30% 10
50% 10
70% 10
90% 10
90% 20
100% 10
100% 20

A pré-embebicao foi feita com trés banhos de duas horas cada. O primeiro

em solucao obtida através da mistura de duas partes de desidratante (acetona) para
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uma de resina, seguido por um banho de uma parte de desidratante para uma de
resina e outro de uma parte de desidratante para duas de resina.

Em seguida, na fase de embebi¢do, a amostra foi submersa em resina pura
e acoplada a um Rotater — dispositivo circular de 15 centimetros de didmetro que
gira na velocidade de uma rotagdo a cada dez segundos — permanecendo por um
periodo de 24 horas.

Finalmente, a inclusao dos nervos foi feita em moldes de silicone com resina

pura e armazenada em estufa com temperatura constante de 60° C por 72 horas.

2.1.1 Da preparagao dos cortes e confeccido das laminas

Os blocos de resina tiveram a amostra inclusa de maneira que o coto distal
(encapado por fascia muscular no grupo-experimento e livre no grupo-controle) fosse
posicionado em contato intimo com a periferia do bloco. Assim, eram trimados
(processo de lapidagao com estilete, ao microscopio, que expde 0 maximo possivel
da amostra) e, enfim, preparados para cortes semifinos de 800 nandmetros de
espessura no ultramicrétomo.

Foram feitos cortes subsequentemente dispensados até que fosse possivel
a captacgao de unidades factiveis de serem analisadas, e, a partir desse ponto, dez
eram obtidos consecutivamente e dispostas em sequéncia a lamina para que fosse

possivel sua orientagcado de proximal a distal no coto.

Terminada essa etapa, as laminas passaram imediatamente a fase de
coloracdo. Nesse momento, foram utilizados os corantes: azul de toluidina, fucsina e

borato de sddio. Para esse processo, a lamina era aquecida em aparato proéprio e
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corada com azul de toluidina que permanecia por 30 (trinta) segundos e, apds, foi
lavada com agua destilada até que todo o excesso de corante fosse retirado. Em
seguida, a lamina era novamente aquecida e, entdo, corada com solugao de 1:1 de
fucsina e borato de sddio, que permanecia por 30 (trinta) segundos, sendo lavada da
mesma maneira com agua destilada até a saida de todo o excesso de corantes.
Terminado o processo de coloragdo, a lamina era seca e entregue ao processo de

analise morfométrica.

2.2 CAPTURA E ANALISE DE IMAGEM

A avaliacdo da espessura média da bainha de mielina de todos os casos e
controles e o estabelecimento do numero médio de fibras mielinizadas por milimetro
quadrado foram realizados por analise de imagem digital. Para tanto, cortes
semifinos de todos os casos e controles, corados pelo azul de toluidina, foram
digitalizados. Para tal, utilizou-se uma camera digital, modelo Sony SSC DC14 (Sony
Corporation, Japao), acoplada a um microscépio marca Zeiss (modelo Axiostar).
Esse conjunto é conectado a um computador por intermédio de uma placa de
captura de imagens. Imagens foram adquiridas no aumento original de 400X
(objetiva de 40X), obtendo-se imagens de todo o corte. A quantidade de imagens
obtidas por caso variou de 2 a 9, de acordo com a superficie a ser examinada. As
imagens foram armazenadas no formato TIFF no disco rigido do computador, e
posteriormente gravadas em “compact disc” (CD). Utilizando o programa Image Pro

Plus, versao 4.1 (Media Cybernetics), foi selecionada uma area retangular aleatéria.
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Determinado o tamanho dessa area marcada, o dado foi gravado em um
arquivo separado. Dentro da area retangular, foi efetuada a medida da espessura
das bainhas de mielina, em micrometros, com a utilizacdo do mesmo software
(Image Pro Plus), sendo gerado um arquivo de dados para cada uma das imagens
geradas.

O passo seguinte consistiu na contagem das fibras mielinizadas contidas na
area retangular marcada, sendo esse dado acrescido ao arquivo criado para aquela
imagem. Dessa maneira, utilizando o tamanho da area marcada e o numero de
fibras mielinizadas nela encontrado, foi possivel determinar a quantidade de fibras
mielinizadas por milimetro quadrado.

L

Sl

Figura 28: Histologia do neuroma. Pode-se perceber as células de Schwann e o tecido
conjuntivo que da suporte aos nervos. Neurbnios seccionados podem ser

vistos como pontos vermelhos circundados por uma zona clara de mielina,
que, por sua vez, é cercada por fibras de tecido conjuntivo
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Flgura 29: Tela de medlgao da espessura da bainha de mielina
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Figura 30: Tela de contagem do nimero médio de fibras mielinizadas por milimetro
quadrado
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Figura 31: Histologia do neuroma nao encapado (coloragao pelo azul de tIuidina)



Figura 32: Imagem histologica de neuroma encapado (colorag&o pelo azul de toluidina)
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3 RESULTADOS

Para a quantificacdo da formagdo de neuromas, em cada grupo de ratos,
foram usadas duas variaveis. Primeiramente utilizou-se a mensuracado da espessura
média da bainha de mielina. A segunda variavel quantificada foi o numero médio de

fibras mielinizadas por milimetro quadrado.

3.1 ESPESSURA MEDIA DA BAINHA DE MIELINA

Para a descricdo dos dados da espessura média da bainha mielinica de
cada axdnio, obtiveram-se estatisticas descritivas para representar os grupos, como
a média, o desvio padrao, o minimo e 0 maximo, que encontram-se na Tabela 2.
Para completar a descricdo, foram obtidas também a mediana, o intervalo
interquartilico (Q1 e Q3) e a amplitude interquartilica para os diferentes grupos, que

aparecem na Tabela 3.



56

Tabela 2: Valores (em micras) da média, desvio-padr&o, minimo e maximo, da espessura

meédia da bainha de mielina, para os diferentes grupos

Desvio
Grupo Média padréo Minimo Maximo
Controle 0,5401 0,3498 0,2722 1,2538
Experimento 0,4892 0,2363 0,3848 1,3342

Tabela 3: Valores (em micras) da mediana e intervalos e amplitudes interquartilicos da
espessura média da bainha de mielina, para os diferentes grupos

Intervalo Amplitude
Grupo Mediana Interquartilico Interquartilica
Controle 0,3919 0,3622-0,4134 0,0512
Experimento 0,4211 0,4048-0,4479 0,0431

Para a avaliagdo do comportamento dos dados da espessura média da

bainha mielinica de cada axdénio, construiu-se o Box-plot (Grafico 1), foi feita a

verificacdo de aderéncia a distribuicdo Gaussiana (curva normal) que foi procedida

através do grafico de probabilidade normal (Grafico 2) e pelo teste de Kolmogorof-

Smirnov.
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Gréfico 1: BOXPLOT para espessura a média da bainha mielinica dos
diferentes grupos
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Gréfico 2: Grafico de probabilidade normal para espessura média da bainha
mielinica

No Box-plot verifica-se, tanto para o grupo-controle, quanto para o grupo -
experimento, valores que destoam do conjunto dos dados. No grafico de
probabilidade normal, verifica-se claramente a falta de aderéncia a distribuicdo
gaussiana, em funcdo do completo afastamento dos pontos no grafico em relagao a
linha reta. A falta de aderéncia a distribuicdo gaussiana foi comprovada
estatisticamente através do teste de Kolmogorov-Smirnov (D=0,4166; p<0,01).
Diante disso, procedimentos de inferéncia estatistica que supdem distribuicdo
gaussiana (normal), ndo seriam adequados para tratar a variavel espessura média
da bainha mielinica de cada axénio. Por essa razdo, utilizou-se o teste néo

paramétrico da soma de postos de Wilcoxon (equivalente ao teste de Mann-
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Whitney), para comparar os grupos no que se refere a essa variavel. Os resultados

para o teste da soma de postos de Wilcoxon encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Comparacao entre os grupos para a espessura média da bainha mielinica pelo
teste da soma de postos de Wilcoxon

Média dos
Grupo Mediana Escores p
Controle 0,3919 11,2857 0,0232
Experimento 0,4211 18,4667

Pelo teste da soma de postos de Wilcoxon, verifica-se diferenga significativa
entre os grupos DE 5% (p=0,0232). O grupo-experimento revelou mediana maior

(0,4211) das espessuras médias da bainha mielinica.

3.2 NUMERO MEDIO DE FIBRAS MIELINIZADAS POR MILIMETRO QUADRADO

A outra variavel avaliada foi a quantificacdo do numero médio de fibras
mielinizadas por milimetro quadrado. Para a descricdo dos dados do numero médio
de fibras mielinizadas por milimetro quadrado, obtiveram-se estatisticas descritivas
para representar os grupos, como a media, o desvio padrdo, o minimo € o maximo,
que encontram-se na Tabela 5. Para completar a descri¢do, foram obtidas também a
mediana, o intervalo interquartilico (Q1 e Q3) e a amplitude interquartilica para os

diferentes grupos, que aparecem na Tabela 6.
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Tabela 5: Valores da média, desvio padrdo, minimo e maximo, do numero médio de fibras
mielinizadas, para os diferentes grupos

Desvio
Grupo Média padréo Minimo Maximo
19,2557 5,9728 11,4400 31,2800
Controle
. 16,8427 6,4793 1,6500 26,8000
Experimento

Tabela 6: Valores da mediana e intervalos e amplitudes interquartilicos, do nUmero médio
de fibras mielinizadas, para os diferentes grupos

Intervalo Amplitude
Grupo Mediana interquartilico interquartilica
Controle 19,67 13,23-22,21 8,98
Experimental 17,43 12,38-21,16 8,78

Para a avaliagdo do comportamento dos dados do numero médio de fibras

mielinizadas por milimetro quadrado, construiu-se o Box-plot (Grafico 3) e a

verificacdo de aderéncia a distribuigdo gaussiana (curva normal) foi procedida

através do grafico de probabilidade normal (Grafico 4) e pelo teste de Kolmogorof

Smirrnov.
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Gréfico 3: BOXPLOT do numero médio de fibras mielinizadas, para os
diferentes grupos

61



62

35
— Normal FParameters

a0 - Mean (Mu) 1B0075S
Std Dev (Sigma) 5.240787

N medio de fibraz mielinizadas

MNormal Fercertiles

Gréfico 4: Grafico de probabilidade normal do nimero médio de fibras mielinizadas,
para os diferentes grupos

No Box-plot ndo se verifica, tanto para o grupo-controle, quanto para o grupo
experimento, que existam valores que destoem do conjunto dos dados. Além disso,
a estrutura das caixas é muito semelhante nos dois grupos. No grafico de
probabilidade normal, verifica-se que a aderéncia a distribuicdo gaussiana é
extremamente razoavel, em fungdo do pequeno afastamento dos pontos no grafico
em relagédo a linha reta. A razoabilidade da aderéncia a distribuigdo gaussiana foi
comprovada estatisticamente, por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov (D=0,1066;
p>0,15). Diante disso, procedimentos de inferéncia estatistica, que supdem
distribuicdo gaussiana (normal), poderiam ser adotados para tratar a variavel numero

médio de fibras mielinizadas por milimetro quadrado. Por essa razdo utilizou-se o
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teste t para comparar os grupos no que se refere a essa variavel. Os resultados para

o teste t encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Comparacgao entre os grupos para numero médio de fibras mielinizadas pelo

teste t
Grupo Média Erro padréo t p
Controle 19,2557 1,5963 1,041 0,3073
Experimento 16,8427 1,6729

Pelo teste t, para a variavel numero médio de fibras mielinizadas, nao se

verifica diferenca significativa entre os grupos de 5%(t=1,041; GL=27; p=0,3073). O

poder do teste para o tamanho de amostra considerado (n=29) é de 0,171. O

tamanho de amostra minimo necessario para se atingir significancia, mantidas as

condigdes do experimento, € de 106 (n=106). O grafico de barras para as médias

dos grupos aparece no Grafico 5. Com o objetivo de dar uniformidade ao

procedimento de analise, utilizando-se o teste de soma de postos de Wilcoxon no

caso da variavel numero médio de fibras mielinizadas, para comparar 0os grupos,

obtém-se p=0.4321, ndo alterando a conclus&o no nivel de significancia de 5%.
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Gréfico 5: Grafico das médias do nimero médio de fibras mielinizadas,
para os diferentes grupos
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4 DISCUSSAO

Quando um nervo periférico € seccionado, a por¢ao distal sofre degeneragao
walleriana pela perda de macromoléculas essenciais que sao transportadas do corpo
celular para os axénios (59). As células de Schwann, que revestem os axdnios nos
sitios de lesao, secretam fatores troficos que sdo necessarios a regeneracéo neural
(60). O processo de regeneragdao nem sempre € perfeito, os axbnios crescem
aberrantemente, formando o0s neuromas. Esse crescimento aberrante ¢é
especialmente evidente nos casos onde falta o coto distal, como nas amputacdes. A
ocorréncia de neuromas pos-trauma é tao prevalente que muitos autores consideram
a formacédo de neuromas como resultado inevitavel de dano nervoso (61). Outros
tipos de dor neuropatica podem se desenvolver independentemente da formacgao do
neuroma, como a dor do membro-fantasma que pode ocorrer em 10% dos casos de
amputagao (62).

A etiologia da dor neuropatica, proveniente dos neuromas, tem sido explicada
por diversos autores. Uma das hipoteses postula que os impulsos nervosos sao
originados pelas fibras ndo mielinizadas regenerantes que formam os neuromas. Os

neuromas estdo envoltos em tecidos cicatriciais que impedem o fluxo sanguineo.
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Esse ambiente de hipdxia poderia ser um dos varios gatilhos dos impulsos nervosos
dolorosos (75 - 76).

Os tratamentos cirurgicos tém como objetivo afastar o coto nervoso dos
tecidos cicatriciais periféricos ao nervo lesado e minimizar estimulos nocivos com
hipoxia, tensao ou pressao (2).

De acordo com as recomendagbdes de Dellon e Mackinnon (10 - 63) a
técnica cirurgica de tratamento dos neuromas deve incluir a resseccgéo, evitar a
proximidade do coto proximal de areas de possivel formagéo de cicatrizes (através
da ressecg¢ao alta do coto proximal ou sua implantagcdo massiva em tecido muscular)
e evitar tensao no nervo remanescente.

Perspectivas  terapéuticas futuras, baseadas nos conhecimentos
fisiopatoldgicos atuais, devem ser focadas no bloqueio da geragédo de estimulos no
coto nervoso e/ou no bloqueio do transporte desses estimulos ao corpo celular.
Farmacos antagonistas ou bloqueadores competitivos de sinais ou peptideos,
responsaveis pela regeneragdo nervosa, sao uma perspectiva terapéutica. Tais
terapias ndo podem ser desenvolvidas até que a biologia regenerativa da célula
nervosa, em nivel molecular e genético, ndo possa ser plenamente investigada e
compreendida. Conhecimentos de ciéncia basica sdo fundamentais para a expansao
das opgoes terapéuticas (2).

Um dos modelos mais utilizados para o estudo de lesbes de nervos
periféricos € o rato, por seu custo baixo, pela facilidade de obtengcdo e manuseio. O
chipanzé parece apresentar resposta similar ao ser humano, mas €& de dificil
aquisicdo e manuseio (65). Investigagdes prévias indicam que 0 processo
regenerativo nervoso em ratos apresenta uma progressao inicial que varia de 1,5a 2

meses, atingindo um platd apds essa fase (64). Lee (2003) coletou os espécimes de
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nervo ciatico de ratos para avaliar a regeneragcao neural apés 6 semanas (71).
Baseados nesses estudos, utilizou-se o prazo de 45 dias para realizar a coleta dos
neuromas.

O preparo da histologia foi realizado com muito cuidado, pois ha diversas
dificuldades na elaboracao das laminas, o que dificultaria a avaliacio posterior das
mesmas. Morris (1972) destaca quatro aspectos fundamentais de uma boa técnica,

0s quais podem ser observados na maior parte das laminas deste experimento:

anéis de mielina com curvas suaves, sem angulagdes abruptas;

o forma das fibras n&o alteradas por sobreposi¢ao de outras adjacentes,
com auséncia de distor¢des de sua circularidade;

e auséncia de separacao das multiplas lamelas de mielina;

e auséncia de espaco entre a bainha de mielina e o axénio (66).

Consideram-se dois parametros para medir a formagcdo dos neuromas:
numero médio de fibras mielinizadas e espessura média da bainha de mielina.
Kuzbari (1996) utilizou a medida de tecido conjuntivo circunjacente as fibras
nervosas, ao diametro e a mielinizagdo das fibras nervosas (56). Fisher (1983)
utilizou contagem de fibras mielinizadas como critério de medicdo dos neuromas
(58). Lee (2003) utilizou a analise histomorfométrica para avaliar a regeneragéo
nervosa do nervo ciatico de ratos (71). Chen (1995) utilizou numero de fibras
mielinizadas e diametro de fibras mielinizadas como parametros. Derby (1993) e
Doezie (2002) também empregaram contagem de fibras mielinizadas como critério
de estimativa de regeneracdo neural em nervo ciatico de ratos (72,74). De uma
forma geral, a literatura considera que fibras bem mielinizadas sdo menos
compativeis com a formagdo de neuromas. Fibras ndo mielinizadas em grande

quantidade sao caracteristicas dos neuromas.
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Neste trabalho, quanto ao numero de fibras mielinizadas, ndao houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Verificou-se diferenga significativa entre os grupos a 5% (p=0,0232) no que
se refere a média da espessura da bainha de mielina, segundo o teste da soma de
postos de Wilcoxon. O grupo experimental revelou mediana maior (0,4211) das
espessuras médias da bainha de mielina em relagdo ao controle (0,3919). Cravioto
(1981) descreveu que neuromas dolorosos contém um grande numero de pequenas
fiboras ndo mielinizadas, aparentemente em quantidade muito maior que as
mielinizadas. Com esse fato em vista, sugere que um grande numero de fibras nao
mielinizadas pode estar relacionado com sintomas dolorosos em alguns pacientes.
Neste trabalho, o grupo-experimento apresentou melhor mielinizagcdo de fibras,

indicando menor formagao de neuromas nesse grupo.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta investigacao, pode-se concluir que o
modelo experimental da utilizacdo de nervo ciatico de ratos para estudo dos
neuromas é factivel e adequado.

A analise dos dados morfométricos permitiu concluir que, no grupo onde foi
realizado o encapamento do nervo ciatico, com enxerto de fascia muscular, houve
formacdo de fibras melhor mielinizadas. A literatura demonstra que neuromas
dolorosos sao compostos por fibras pouco mielinizadas.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa na variavel nimero de
fibras mielinizadas por milimetro quadrado.

Apesar dos resultados obtidos, ainda é cedo para sugerir a técnica de
encapamento do coto nervoso com enxerto de fascia muscular, como alternativa
terapéutica para o tratamento de neuromas na pratica clinica. Os dados ndo podem
ser sobrepostos de maneira direta aos seres humanos.

O tratamento e a prevengdo de neuromas sdo areas que permanecem
abertas a investigagdo cientifica, na busca de meios que permitam bloquear a

regeneragao neural, objetivo maior do tratamento dos neuromas.
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Tabela de dados: grupo 1: grupo-experimento; grupo 2: grupo-controle; média:

espessura média da bainha de mielina; nfib: numero médio de fibras mielinizadas

por milimetro quadrado.

Grupo

—_

NN NDNNPNONMNMNNDNMNONDNMNNDMMNDMNNMNNMNMN A A A A A

media
0,421
0,402
0,399
0,406
0,530
0,440
0,420
0,439
0,385
1,334
0,447
0,415
0,405
0,448
0,448
0,397
0,402
0,372
1,022
0,361
0,362
1,254
0,413
0,396
0,272
1,248
0,388
0,374
0,299

nfib
21,16
1,65
20,94
17,43
10,00
20,68
10,83
17,11
20,37
12,38
15,12
26,80
21,89
23,62
12,66
21,26
16,23
20,33
11,44
22,21
19,92
13,14
13,23
27,83
31,28
11,48
19,42
24,18
17,63



