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Implante de tubo de silicone com e sem colageno na regeneragao de nervos em equinos

Implant of silicone tube with or without collagen in nerve regeneration of horses

Nadia Delistoianov! Rodrigo Norberto Pereira' Paula Alessandra Di Filippo'
Renata Gebara Sampaio Déria' Antonio Carlos Alessi"

RESUMO

A reconstitui¢do cirdrgica de nervos em humanos,
em cdes e em diversos animais de laboratdrio é bastante utilizada
e tem indicagdes clinicas e experimentais importantes. No entanto,
em equinos ha poucas informagdes sobre esta pratica. Ha relatos
sobre a excessiva proliferacdo de tecido conjuntivo e a formacéo
de neuromas a neurorrafia experimental, mesmo quando se
utilizam tubos de silicone para condugéo do crescimento axonal.
O presente estudo teve o objetivo de acrescentar informagdes
sobre o processo de reparacdo de nervos periféricos em equinos
por meio de implante de tubo de silicone preenchido ou nédo
com colageno. Para tanto, foram utilizados oito equinos,
alocados em dois grupos: GI-13 semanas e GlI-26 semanas de
observagdo. Foi realizada sec¢do dos nervos ulnares (NUs) e
dos ramos cutaneos laterais dos 17° nervos torécicos (NTs),
bilateralmente, seguindo tubulizagdo, realizada em cada animal,
alternando-se tubos de silicone vazios (TS), em um dos antimeros,
ou preenchidos com solu¢do de colageno (TSC), no
contralateral, deixando-se um espago de 5mm entre os cotos.
Nenhuma alteracdo foi encontrada ao exame do aparelho
locomotor e as primeiras reacdes positivas ao teste de
sensibilidade cutdnea nos NUs e NTs com TS e TSC foram
observadas a partir da 9% semana, em ambos os grupos. Ao final
do periodo de observagéo, verificou-se, macroscopicamente,
que 0s nervos encontravam-se envolvidos por tecido conjuntivo
e o interior da caAmara estava preenchido por tecido de coloragdo
esbranquigada, de forma cilindrica, interligando os cotos
proximal e distal. Microscopicamente, constatou-se a presenca
de axdnios mielinizados interligando os cotos, as células de
Schwann e o processo de remielinizacdo do coto distal,
principalmente no TSC. Em ambos os grupos, ndo houve
formacdo de neuromas e o processo inflamatério limitou-se as
areas perineurais. Concluiu-se que o implante de tubo de silicone
conduz a regeneracdo de NUs e NTs de eqiiinos sem formacéo
de neuromas e que a adi¢do de colageno promove aumento do
ndmero de fibras mielinizadas.

Palavras-chave: regeneracdo de nervos, implante, tubo de
silicone, colageno, equino.

ABSTRACT

Surgical nerve repair in humans, dogs and
laboratory animals is widely utilized for important clinical and
experimental purposes. However, in horses there is scarce
information. Neuroma and excessive conjunctive proliferation
are reported. The aim of the present study was to add
information about the repair process utilizing implant of silicone
tubes with or without collagen in nerve regeneration of horses.
Eight horses were allocated in two groups: GI-13 weeks and
GI11-26 weeks of observation. A complete section of the ulnar
nerves (UNs) and of the lateral cutaneous branch of the 17
thoracic nerves (TNs), bilaterally, was followed by repair with
silicone tubes alternately filled with (STC) or without collagen
(ST), with a 5mm gap between stumps. Clinical evaluation was
performed weekly, by cutaneous sensitivity testing of the region
innervated by the respective operated nerves and physical
examination of the thoracic limbs. No alterations were found
in the locomotor apparatus. The first positive reactions to the
cutaneous test occurred at the 9" week post-surgery. At the end
of the observation period it was verified, grossly, that the nerves
were involved by conjunctive tissue and the lumen of the tube
was filled by a whitish tissue, in a cylindrical shape. The ends
nerves were interconnected. Microscopically, myelinated axons
and Schwann cells were present in the gap between the stumps.
In the GII the number of myelinated fibers was greater. The
distal nerve showed remyelination process. There was no
presence of neuroma and the inflammatory process was limited
to the perineural areas. It was concluded that the implant of
silicone tubes results in regeneration of UNs and TNs of horses
without formation of neuromas and that de addition of collagen
promotes an increase in the number of myelinated fibers.

Key words: nerve regeneration, implant, silicone tube,
collagen, equine.
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INTRODUCAO

A reparagdo cirurgica das injarias dos
nervos periféricos ¢ um problema clinico comum e
continua sendo um grande desafio para os cirurgides
(CHEN et al., 2006b; LI et al., 2006). A reconstrugao
pode ser realizada utilizando-se auto-enxertos.
Entretanto, esta técnica apresenta desvantagens, tais
como o tempo cirdrgico prolongado, a perda da fungao
do nervo doado, a disponibilidade limitada de nervos e
acombinagdo inadequada do didmetro e da organizacao
fascicular entre o nervo lesado e o enxerto. Sendo assim,
pesquisas tém se concentrado no desenvolvimento de
canais artificiais para a orientagdo nervosa (ITOH et
al., 1999; CHEN et al., 2006a). Variados tipos de materiais,
sintéticos ou biologicos, tém sido desenvolvidos para
essa finalidade. Desses materiais, o tubo de silicone
vem sendo usado clinica e experimentalmente por nao
causar modificacdo fisica no tecido, ser quimicamente
inerte, ndo ser carcinogénico, ndo causar rea¢do alérgica
ou de corpos estranhos e ter capacidade de resisténcia
a forcas mecanicas (KAFEJIAN etal., 1997).

Os tubos de silicone proporcionam
orientacdo aos axonios em processo de regeneracao,
prevenindo o seu escape para os tecidos
circunjacentes, e impedindo a formagdo de neuromas.
Além disso, eles isolam o0 microambiente, possibilitando
o acumulo de fatores troficos e de crescimento, reduzem
a invasdo de tecido conjuntivo entre os cotos,
direcionam a vascularizacdo longitudinal aos vasos
intraneurais e promovem uma orientagao longitudinal
do tecido cicatricial e da bainha epineural (FIELDS et
al., 1989; DANIELSSON et al., 1996; LABRADOR et
al., 1998; CHEN et al., 2006a). Os tubos de silicone
permitem também que varias substancias estimulantes,
tais como o fator de crescimento nervoso — NGF (XU
etal., 2003), o colageno, a laminina, ou a fibronectina
(LABRADOR etal., 1998; CHEN etal., 2000), as células
de Schwann (PHILLIPS etal., 2005) e as células tronco
de medula 6ssea (CHEN et al., 2006b) sejam
introduzidas no lumen dos tubos, entre os cotos
nervosos, para acelerar o crescimento axonal.

O colageno serve como substrato para a
migragdo ¢ a adesdo de células de Schwann e para o
crescimento regenerativo dos axonios e ¢ amplamente
utilizado em diversos modelos experimentais com
resultados positivos (SATOU et al., 1986; DA-SILVA,
1993; LABRADOR etal., 1998; VERDU et al., 2002;
MURAKAMI et al.,2003; PHILLIPS etal., 2005). Dessa
forma, tendo em vista a dificuldade da reparacéo dos
nervos digitais palmares em eqiiinos (DELISTOIANOV
etal., 2006), o presente estudo propds-se a reestudar o
processo de regeneragdo de nervos periféricos em

eqiiinos incluindo o uso de implante de tubo de silicone
com ou sem colageno. Para tanto, foram eleitos os
nervos ulnares (NUs) e os ramos cutaneos laterais dos
172 nervos toracicos (NTs). A avaliacao foi clinica,
eletrofisiologica, macroscopica e histologica.

MATERIAL E METODOS

Oito eqiiinos adultos, de sete a nove anos
de idade, clinicamente higidos, com peso entre 300 e
450kg, avaliados por exame clinico e laboratorial foram
alocados em dois grupos (GI e GII) com quatro animais
em cada grupo, segundo o tempo de observagao e coleta
das biopsias. Esse tempo para o grupo GI foi de 13
semanas e para o GII foi de 26 semanas.

Apos jejum de 12h, os animais foram
sedados com cloridrato de xilazina 10% (0,5mg kg™,
IV). Decorridos 10 minutos, administrou-se éter gliceril
guaiacol a 10% (100mg kg',TV) em soro glicosado 5%,
sob pressdo até o decubito. A indugdo anestésica foi
realizada com cetamina 10% (1mg kg, IV) e os animais
foram posicionados em dectbito dorsal, intubados e
mantidos sob anestesia geral inalatoria com halotano
sob ventilagdo espontinea em circuito semifechado.

Apos o acesso ao nervo ulnar (NU) e ao
nervo toracico (NT) de um dos lados do animal, foi
iniciado o procedimento de fixa¢ao do tubo de silicone®
de diametro interno entre 1,5 e 2,5mm de acordo com o
didmetro do nervo, com auxilio de lupa de pala® de
aumento de 2,5x. Inicialmente, foi passado um fio de
nailon 6-0 agulhado pela parede do tubo de silicone a
5mm de uma das extremidades, seguindo-se pelo limen
até o meio externo. Em seguida, o mesmo fio foi passado
pelo epineuro do nervo, retornando pelo interior do
ltimen do tubo e foi exteriorizado por meio da parede a
2mm lateralmente ao ponto inicial da sua entrada. Apos
realizar-se este procedimento nas duas extremidades
do tubo de silicone, foi realizada a sec¢do completa
dos referidos nervos, entre os pontos passados pelo
epineuro. Em seguida, os cotos foram tracionados pelos
fios, sendo introduzidos no tubo de silicone. Ato
continuo, realizou-se a fixagao dos fios de nailon por
meio de nos cirtrgicos simples. Como o tubo tinha
comprimento total de 2cm, obteve-se, ao final do
procedimento, um espago de Smm entre as extremidades
dos cotos. Nos nervos contralaterais, foram realizados
os mesmos procedimentos, acrescentando-se, no
entanto, solucdo de colageno®, em concentracdo de
3,0mgmL", injetada com seringa e agulha diretamente
na luz do tubo de silicone, preenchendo-o totalmente,
incluindo-se o espaco entre as extremidades dos cotos
(grupo TSC). A seguir, realizou-se sutura de
reaproximagdo do subcutaneo com fio de poliglactina
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1-0 e sutura de pele em pontos simples separados com
fio sintético inabsorvivel Supramid® 1.

Durante o pds-operatorio foi realizada
bandagem no antebrago e antibioticoterapia sistémica
com penicilina benzatina (30.000UI kg™, IM) em trés
aplicagdes a cada 48 horas, e fenilbutazona (4,4mgkg’!,
IV) em quatro aplicagdes, a cada 24 horas. Os curativos
foram realizados diariamente com iodopovidona até a
remogdo da bandagem e sutura de pele, com 7 e 10
dias, respectivamente.

Todos os animais foram submetidos
semanalmente ao exame fisico do aparelho locomotor
(avaliagdo de claudicacdo e aspectos neuroldgicos
gerais) e teste de sensibilidade cutanea utilizando uma
pinga anatomica (SPEIRS, 1999). O teste de
sensibilidade cutanea foi realizado pelo pingamento de
pele da regido inervada pelos nervos ulnares (NUs) e
pelos ramos cutaneos laterais dos 172 nervos toracicos
(NTs), que, segundo GODINHO & GETTY (1986),
compreende as regides caudolateral e caudomedial do
antebraco e a regido do flanco, respectivamente.
Contragdes musculares apds repetidos pingamentos
eram interpretados como reagdo positiva.

Os animais foram novamente submetidos a
anestesia geral inalatoria durante a 132 semanano Gl e
a 26* semana no GII, para avaliacdo da recuperagio
motora por eletroneuroestimulagao e para a realizacao
das biopsias. Os NUs e os NTs foram expostos,
avaliados macroscopicamente e os tubos de silicone
retirados apds cuidadosa incisdo longitudinal da sua
parede, realizada com lamina de bisturi. Estimulos
elétricos?, para avaliagdo da resposta motora, foram
aplicados, por meio de agulhas finas, nos segmentos
nervosos proximal e distal e no cabo de regeneracdo
dos NUs e NTs. Utilizou-se onda bipolar regular com
freqiiéncia fixa de 10Hz. Contrag¢des de feixes
musculares seguidas ao estimulo elétrico no segmento
distal foram interpretadas como resposta positiva.

Apds a coleta dos segmentos, de
aproximadamente 7cm, estes foram fixados em formalina
a 10%, tamponada com fosfatos, pH 7,4, por um periodo

de 18h. Fragmentos foram incluidos em parafina,
seguindo-se de obtengdo de cortes transversais e
longitudinais de Spm de espessura, que foram corados
pelo método da Hematoxilina e Eosina ou Tricromio de
Masson.

RESULTADOS

No exame fisico do aparelho locomotor,
tanto na avaliagdo de claudicag@o quanto nos aspectos
neuroldgicos gerais, nenhuma alteragao foi registrada
durante todo o periodo de observacdo, tanto nos
eqiiinos do GI quanto nos eqiiinos do GII.

As primeiras reagdes positivas ao teste de
sensibilidade cutinea nas regides inervadas pelos NUs
e NTs foram observadas a partir da 9* semana apds
procedimento cirargico, representadas respectivamente
pela retirada do membro do solo e pelos tremores
cuténeos na regido do flanco. Os animais dos GI e GII
com TS e TSC, ao final do periodo experimental,
apresentaram respostas positivas ao teste de
pingamento, conforme tabela 1.

Durante a realiza¢ao das bidpsias, em ambos
0s grupos, observou-se, na regido perineural, formagao
de tecido conjuntivo fibroso acompanhado de rica rede
de vasos neoformados. O tecido conjuntivo fibroso
foi incidido para que se pudesse ter acesso ao tubo de
silicone. Em um NU do GI com TSC, contatou-se
auséncia do tubo de silicone devido a formagdo de
uma fistula no pos-operatorio e, em um NT do GII com
TSC, constatou-se deiscéncia da sutura dos cotos com
posicionamento lateral destes. Esses nervos ndo foram
testados ou coletados.

Apos a retirada do tubo de silicone, foi
observada estrutura esbranquigada cilindrica, com a
mesma coloragdo do nervo, interligando os cotos
proximal e distal dos NUs (Figura 1) e NTs. Essa
estrutura constituiu o cabo de regeneracao.

O numero de respostas positivas aos
estimulos elétricos estdo sumarizadas na tabela 2. A
resposta aos estimulos no segmento proximal do NU

Tabela 1 - Reagdes positivas ao teste de pingamento de pele em eqiiinos submetidos a reparagdo cirargica de nervos com tubos de silicone sem
colageno (TS) ou com colageno (TSC). GI - periodo de observagdo de 13 semanas e GII — periodo de observagao de 26 semanas.

—————— L et VAR Bt IS LR o260 -
Semana/grupo
NUs** NTs NUs NTs NUs NTs NUs NTs
GI-TS 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 - --n-
GI-TSC 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 - --e-
GII-TS 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
GII-TSC 3/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4

* NUs — nervos ulnares; NTs - ramos cutaneos laterais dos 172 nervos toracicos.
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Figura 1 - Aspecto macroscopico do nervo ulnar de eqiiino submetido a reparagdo cirtirgica com tubo de silicone. O tubo
foi retirado expondo o formato cilindrico do cabo de regeneragdo formado entre os cotos proximal, a direita,
e distal a esquerda. Tempo de evolugdo de 26 semanas.

constitui essencialmente em contragdes do musculo
flexor ulnar do carpo e no NT constitui em contracdes
do musculo obliquo externo do abdome.
Microscopicamente, os segmentos de
nervos proximais dos NUs e dos NTs dos GI e GII com
TS e TSC apresentaram, em cortes transversais e
longitudinais, epineuro e perineuro caracteristicos e
axonios mielinizados, com morfologia muito proxima
do normal. A mielina ficou muito bem evidenciada pelo
Tricromio de Masson. Nos segmentos distais, havia
clara reducdo da mielina, presenca de degeneracdo

Tabela 2 - Respostas positivas a eletroneuroestimulagido (EN) e a
presenca de fibras nervosas (FN) no cabo de
regeneragdo ao final do periodo experimental em
eqiiinos submetidos a repara¢do cirirgica de nervos
com tubos de silicone sem colageno (TS) ou com
colageno (TSC). GI — periodo de observagdo de 13
semanas e GII periodo de observagio de 26 semanas.

---NUs*--- ---NTs*---
Grupo experimental / nervos

EN FN EN FN

GI-TS 0/4 4/4 0/4 3/4
GI-TSC 1/3 3/3 0/4 2/4
GII-TS 3/4 4/4 3/4 3/4
GII-TSC 3/4 4/4 1/3 3/3

* NUs — nervos ulnares; NTs - ramos cutaneos laterais dos 17°
nervos toracicos.

walleriana, tumefag¢do axonal e redugdo do diametro
dos fasciculos, células de Schwann dispostas em
desarranjo e axdnios pouco visiveis, mais finos. No
entanto, os segmentos distais dos NUs e dos NTs dos
Gl e GII com TSC em cortes transversais e longitudinais
apresentaram visivelmente uma maior quantidade de
axonios mielinizados e em processo de remielinizagao
quando comparados aos nervos com TS.

Os cabos de regeneracdo (Tabela 2) dos
NUs eNTs com TS e TSC do GI apresentaram em cortes
transversais pequenos fasciculos delimitados por
tecido conjuntivo em quantidade variavel, com
presenca de fibras nervosas e células de Schwann. As
fibras nervosas, quando visiveis, apresentaram-se mais
finas comparadas ao segmento proximal do mesmo
nervo. Nos cabos de regeneracdo do GII com TS e
TSC em cortes longitudinais, havia notavel proliferacao
de fibras nervosas, em fasciculos, e de células de
Schwann do segmento proximal ao distal com
orientagao paralela. Os cabos de regeneragao com TSC
apresentaram uma quantidade de fibras mielinizadas
cerca de 30% superior quando comparadas aos cabos
com TS (Figuras 2 e 3). Nos cortes longitudinais, uma
contagem de fibras mielinizadas indicava essa
diferenga.

Os segmentos proximais, distais e cabos de
regeneragdo dos NUs e NTs com TS e TSC em cortes
longitudinais apresentaram infiltrado inflamatério difuso
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Figura 2 - Aspecto microscopico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqiiino submetido a reparagdo cirurgica
utilizando-se tubo de silicone com colageno. Observar a disposicdo das fibras nervosas mielinicas
regeneradas em pequenos fasciculos. Tempo de evolugdo de 13 semanas. TM, obj. 40x.

de células mononucleares e eosindfilos nos dois
grupos, de moderado a acentuado, no local de contato
do feixe nervoso com o tubo de silicone. Ndo foi
observado infiltrado inflamatério nos segmentos
proximais e distais fora das areas proximas ao tubo.

DISCUSSAO

O processo de reparagdo de nervos em
eqiinos sofre interferéncias diversas, tais como a indole
do animal, a dificuldade de imobilizagdo e a proliferagao
excessiva de tecido conjuntivo, que dificultam o
processo (DELISTOIANOV etal., 2006). No entanto, no
presente trabalho, pdde-se verificar que a reparagio
cirtrgica de nervos, em um procedimento experimental,
mostrou-se viavel. O cuidado em ndo traumatizar os
nervos, adotando-se a sec¢do do nervo apods a passagem
do fio pelo epineuro e facilitando sua trago ao interior
do tubo, deve ter contribuido positivamente. A avaliagdo
clinica, a eletroneuroestimulacéo direta e as avaliagdes
macro e microscopicas evidenciaram que a regeneragao
morfoldgica e funcional ¢ possivel também nos cavalos.
A utilizagdo dos recursos freqiientemente utilizados em

outras espécies e também no homem, tais como tubo de
silicone e solugdo de colageno (SATOU etal., 1986; DA-
SILVA, 1993; LABRADOR etal., 1998; VERDU et al.,
2002; MURAKAMI et al., 2003; PHILLIPS et al., 2005)
permitiram o processo de regeneragdo. A imobilizaggo,
dificil para a espécie eqiiina e apontada pelo trabalho de
DELISTOIANOV et al. (2006) como uma das causas de
insucesso, foi minimizada neste trabalho pela escolha
dos nervos de regides de menor movimentagao, ou seja,
o NU e o NT. O periodo requerido para regeneragao ¢é
superior ao de outras espécies, conforme relatam LE
BEAU etal. (1988), CONTESINI et al. (1992), no entanto,
com 13 semanas, ja se encontrou cabos de regeneracao
muito bem formados.

A utilizag@o de colageno favoreceu o
processo de formagao de fibras, notando-se, ao exame
microscopico, cerca de 30% a mais de axonios
mielinizados nos cabos e nos segmentos distais (Figura
3). Essa determinagdo sera objeto de estudo
complementar com reavaliagdo morfométrica, com
utilizagdo de inclusdo em resina. A avaliagdo clinica
também foi importante na confirmagéo da recuperagdo
funcional. Na 9* semana foram observadas respostas a

Ciéncia Rural, v.38, n.6, set, 2008.
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Figura 3 - Aspecto microscopico do cabo de regeneragdo do nervo ulnar de eqiiino submetido & reparagdo
cirurgica utilizando-se tubo de silicone com (A) e sem (B) colageno. Observar a disposigdo das fibras
nervosas mielinicas em orientacdo longitudinal paralela, em maior numero em A. Tempo de

evolugdo de 26 semanas. TM, obj. 40x.

Ciéncia Rural, v.38, n.6, set, 2008.
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estimulos de pingamento de pele. Esse tempo esta de
acordo com o que ocorre com caes STOPIGLIA (1992).
No entanto, a eletroneuroestimulagdo mostrou
resultados de dificil interpretagdo. Na literatura nao se
encontram trabalhos sobre esse procedimento em
eqiiinos, mas sim para outras espécies, com
mensuragao do potencial evocado e da velocidade de
conducdo do nervo (LABRADOR et al., 1998;
MURAKAMI et al., 2003; IKEGUCHI et al., 2006).
Portanto, a utilizagdo de metodologia adaptada pode
ndo ter sido a mais indicada. Este ¢ um assunto que
merece mais estudos.

A observacdo macro e microscopica
mostrou que o tubo de silicone proporcionou uma
orientacdo aos axdnios em regeneragdo e impediu a
invasdo de tecido conjuntivo entre os cotos e a
formagao de neuroma (DELISTOIANOV et al., 2006),
corroborando os resultados de FIELDS et al. (1989),
LABRADOR etal. (1998) e DAHLIN etal. (2001) em
outras espécies. O cabo de regeneragdo apresentou
caracteristicas macroscopicas semelhantes as
encontradas por STOPIGLIA (1992) em caes, CHEN et
al. (2000); IKEGUCHI et al. (2006) em ratos.

A utilizag¢ao de um intervalo de 0,5cm entre
os cotos, também utilizado por DAHLIN et al. (2001) e
CHEN et al. (2006b), no momento da neuropexia ao
tubo de silicone, mesmo correndo o risco de
degeneracdo do coto distal, foi acertada. Em outras
espécies, estudos tém utilizado varias distancias. No
rato, espécie em que a regeneragdo € muito rapida, ou
seja, quatro semanas, utiliza-se lcm ou até mais
(CHEN et al., 2000; IKEGUCHI et al., 2006). Nesse
caso, nao ha tempo para haver degeneracdo do coto
distal. No eqiiino, uma distdncia muito reduzida
(DELISTOIANOV etal., 2006) ndo melhora o processo.
A presenca de infiltrado inflamatorio junto aos cotos
e ao cabo de regeneragdo foi discreta e ndo
comprometeu 0 processo.

CONCLUSOES

Mediante a analise dos resultados obtidos
neste estudo, foi possivel concluir que a reparagao
com tubos de silicone nos NUs e nos NTs possibilita a
regeneragdo nervosa periférica em eqiiinos, sem
formagdo de neuromas e com reduzida proliferacao
conjuntiva. O uso de colageno favorece o processo de
regeneracdo axonal. Os NUs e os NTs de eqiiinos
mostram-se viaveis como modelo experimental para o
estudo da regeneracdo nervosa periférica.
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