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ARTIGO ORIGINAL

ESTUDO COMPARATIVO DA AGAO DO FATOR DE
CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS E FRAGMENTOS DE
NERVO NA REGENERACAO DE NERVO TIBIAL EM RATOS

FIBROBLASTS GROWTH FACTOR AND NERVE FRAGMENTS EFFECT ON TIBIAL NERVE REGENERATION IN
RATS: A COMPARATIVE STUDY

CEeLso KivosHi Hirakawa!, Marco AURELIO SERTORIO GRECCO?, JOAO BAPTISTA GOMES DOS SANTOS ?,
ViLner MaTioLLr LETE 4, FLAviO FALOPPA ©

RESUMO

Objetivo: Comparar quantitativamente, a estimulagéo da regeneragao
do nervo tibial de ratos pelo Fator de Crescimento de Fibroblastos e
por fragmentos de nervo dentro tubos de silicone. Métodos: Foram
utilizados 18 ratos da raca Wistar. A cirurgia consistiu inicialmente na
ressecgao de um segmento de 8 mm do nervo tibial, seguida da inter-
posicao com tubos de silicone. No lado direito, o tubo foi preenchido
com solucéo de Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF) e, no
lado esquerdo, com segmentos do nervo cortados em fragmentos de
1 mm. Apds trés meses, os animais foram submetidos a nova cirurgia
para exposicao dos nervos tibiais ao marcador neuronal Fluro-Gold®.
Quarenta e oito horas apds a exposicao ao corante, os ratos foram
perfundidos com solugdo de paraformaldeido e o segmento medular
entre L3 e S1 foi removido e cortado em fatias de 40 micrémetros de
espessura. Resultados e conclusao: os resultados da contagem
neuronal mostraram maior quantidade de neurénios no lado onde foi
colocado FGF em relagdo ao lado onde foram colocados fragmentos
nervosos, demonstrando que o fator de crescimento de fibroblastos
¢ superior a fragmentos de nervos na estimulacéo da regeneragao
nervosa quando colocados no tubo de silicone.

Descritores: Nervos periféricos; Ratos Wistar; Fatores de
crescimento de fibroblastos.
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INTRODUCAO

As lesbes de nervos periféricos na mao constituem importante
causa de incapacidade funcional, por ser uma leséo frequente nos
individuos na fase economicamente ativa da vida.

Atualmente, a técnica de reparo mais utilizada é a sutura epiperi-
neural, utilizando técnicas microcirdrgicas. Porém nas lesdes com
perda de segmento ou nas lesdes cronicas onde ocorre retragao
dos cotos é necessario o uso de enxerto. A dificuldade nesses
casos, é que a retirada do enxerto de nervo periférico implica em
causar lesdo em area previamente normal, além do resultado final
com uso de enxerto ser inferior a sutura término-terminal direta
dos cotos.

Novas alternativas tem sido estudadas para que se possa evitar
estas complicagdes. Entre estes estudos, destacamos o uso de
veias" e artérias®?® os quais por serem materiais biolégicos e
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SUMMARY

Objective: To quantitatively compare rats’ tibial nerve regeneration
stimulation by Fibroblast Growth Factor (FGF) and nerve fragments
using silicone tubes. Methods: 18 Wistar rats were employed in this
experiment. The experimental surgery consisted of resection of an
8-mm tibial nerve segment, followed by an interposition of silicone
tubes. On the right side, the tube was filled with a Fibroblast Growth
Factor (FGF) solution, and on the left side, it was filled with 1 mm
nerve segments. After three months, the animals were submitted
to an additional surgery for exposing tibial nerves to the neuronal
marker Fluoro-Gold®. After 48 hours, they were perfused with a
paraformaldehyde solution and the medullar segment between L3
and S1 was removed and cut into 40 um-thick segments. Results
and conclusion: The results of neuronal counts showed a higher
amount of neurons on the side where FGF was used compared to
the side where nervous fragments were placed, suggesting a supe-
rior performance of the fibroblast growth factor over nerve fragments
for stimulating nervous regeneration in silicone tubes.
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autdbgenos, causariam pouca reagao, e permitiria conduzir o cres-
cimento do axonio. A dificuldade nesses casos é que ao interpor
grandes segmentos, a veia sofre por colabamento, dificultando
0 crescimento neuronal, enquanto a retirada de segmentos de
artéria causa uma diminuicéo na irrigacéo na area doadora. Na
tentativa de evitar estes problemas, em estudos recentes 0 uso
de tubos de material sintético principalmente de silicone tem sido
pesquisados*®9),

Paralelamente muito se tem estudado a respeito de substan-
cias neurotréficas, onde se observa a presenca de substancias
que estimulariam e orientariam o crescimento dos cotos axo-
nais(7,8,9,10,ﬂ‘12).

O objetivo deste trabalho € comparar a agao do Fator de Cresci-
mento de Fibroblastos e fragmentos de nervo, na regeneragao de
nervo tibial de ratos.
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METODO

Foram utilizados 18 ratos adultos da raca Wistar, machos, com
peso médio de 200 gramas.

Utilizamos anestesia intra-peritoneal, com solugéo anestésica
composta por: hidrato de cloral (4,25 g), sulfato de magnésio (2,25
), propilenoglicol (4,28 ml), alcool etilico absoluto (11,5 ml), agua
destilada (45,7 ml).Depois de pesado, o animal recebeu solugao
anestésica na proporgao de 0,4 ml por 100 g de peso.

Uma vez anestesiado, o animal foi submetido a cirurgia onde se
realiza incisdo postero-lateral, de cada coxa, com exposicao do
nervo cidtico e suas ramificagdes - nervo sural, nervo peroneiro e
nervo tibial - (Figura 1). Delicadamente dissecamos 0 nervo tibial
direito, manipulando o minimo possivel.

Cuidadosamente seccionamos um segmento de 8 mm do nervo
tibial direito, deixando o coto proximal de aproximadamente um
milimetro proximal e distal. Em seguida fixamos o coto proximal do
nervo no interior do tubo de silicone com fio de nylon 10-0, e infun-
dimos a solugéao salina de Fator de Crescimento de Fibroblastos a
20 mol, com uma seringa de Hamilton. Apds preencher todo o tubo
com a solugéo, fixamos o coto distal do nervo no tubo (Figura 2).
Nas extremidades dos tubos utilizamos a cola de fibrina (Beriplast,
Aventis®) para evitar o extravasamento da solucéo.

Figura 2. Tubulizagdo do nervo tibial apés ressecgdo de 8 mm.

Realizamos a disseccgéo e a tubulizagao do nervo tibial esquerdo
da mesma forma que o direito, com a diferenga de que no interior
do tubo foram introduzidos segmentos de nervo de 1 mm retirados
da perna direita.

Apds 3 meses, os animais foram reoperados para expor 0s nervos

tibiais direito e esquerdo, e seccionado o nervo a Tmm distal & saida
do tubo. O coto proximal foi mantido em contato com corante Flu-
oro-Gold® (FG), na concentragéo de 3% diluido em agua destilada
por um perfodo de uma hora e 30 minutos.

ApOs 48 horas da coloragdo o animal foi novamente anestesiado,
com anestesia intraperitoneal usando-se Tionenbutal a 3%, na
dosagem de 50 mg por quilograma de peso. Realizamos uma
toracotomia, expondo os pulmbdes e o coracao, e a seguir foi
introduzido um cateter no ventriculo esquerdo atingindo a luz da
aorta. Com uma tesoura, abrimos um grande orificio no atrio direito
e imediatamente acionamos a bomba de infuséo, ao qual o cateter
havia sido previamente ligado.

Ao término da perfusdo com solugdo de paraformaldeido, reali-
zamos a extragao da medula espinhal expondo toda a medula
dorsolombosacra, ressecamos a dura-mater e identificamos as
raizes dorsais de L3, L4, L5, L6 e S1. Acompanhamos o trajeto das
raizes de L3 a S1 até sua entrada na medula (limites proximal e distal
respectivamente) e nesses pontos secionamos transversalmente
a medula, preservando o segmento medular de L4, L5, L6. Sem
retirar o segmento seccionado do seu leito ésseo, cortamos rente
amedula as raizes dorsais de L3, L4, L5, L6 e S1.

O segmento de medula foi colocado imerso em solugao de 4%
paraformaldeido/ tampao fosfato (“solugao de perfuséo”) por 8
horas.

A peca foi entdo fatiada em secg¢des de 40 um de espessura, e
montadas em laminas que permaneceram secando na geladeira
(4° Celsius) por 24 horas.

As laminas prontas foram examinadas em microscopio ZEISS-
AXIOLAB® com luz ultravioleta, para evidenciar o marcador. Todas
as secgdes foram examinadas e os neurénios motores corados
foram contados (Figura 3). A contagem neuronal foi realizada com
aumento de 25 vezes, sendo utilizados aumentos de 50 a 100 ve-
zes quando a presenga do marcador ndo era muito nitida. Foram
somados todos os dados de todas as secgoes.

Figura 3: Visualizagao dos neurénios através da microscopia de
fluorescéncia.

RESULTADOS

A contagem de neurdnios pela microscopia de fluorescéncia apre-
sentou grande variagdo entre os animais, de 592 a 1920 no lado
direito (média de 1171), e 457 a 1556 no lado esquerdo (média de
883). Verificamos, no entanto, que em todos os ratos o lado direito
apresentava maior numero de células (Tabela 1).

Os valores da tabela 1 foram corrigidos pelo critério de Abercrom-
bie® (Tabela 2), onde multiplica o valor encontrado nos segmentos
medulares por 0,65, pois com secgao em fragmentos de 40 um,
poderiamos contar mesma célula em laminas diferentes. Utilizando
este critério, esta contagem em duplicidade estaria anulada.
Analises estatisticas com testes ndo parametricos de Wilcoxon si-
nalizado e o teste paramétrico T-Student demonstraram que os dois
grupos apresentam diferengas estatisticamente significantes.
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Ratos | Lado Direito Lado Esquerdo DISCUSSAO

. 1150 489 Neste estudo utilizamos o fator de
2 1920 1293 crescimento de fibroblastos, uma
3 ;E; f% substancia descrita pela primeira
5 1180 975 vez em 197509, que demonstrou
6 1824 1556 ter ac&o mitogénica, angiogénica
; s 5 e neurotréfical!s16.17.1819)

9 1487 1183 O mecanismo de acgédo exata do
10 1661 1847 FGF ainda n&o é conhecido, em-
;; gg; Z‘;; bora a capacidade de melhorar
13 1275 987 a sobrevida dos neurdnios apds
14 1215 693 leséo axonal tenha sido verifica-
16 840 721 A

17 640 500 do(®19, Estudos recentes tém de-
18 592 457 monstrado a presenca de grande
R R P quantidade de receptores para

FGF nas células de Schwann'®,
fato esse que sugere que a agéo
neurotréfica do FGF ocorre prin-
cipalmente estimulando o cres-

Tabela 1 - Numero de células
absolutas contadas no lado
direito e esquerdo, valores totais

e média. cimento das chamadas “bandas
de Biingner’®. Estas bandas sdo
Ratos | Lado Direito | Lado Esquerdo prolongamentos das células de
Schwann que se conectam longitu-
; 5‘2‘38 g;f dinalmente, servindo de guia para
3 750 564 o crescimento das fibras.
4 941 744 Alguns estudos demonstram que
: N a presencga de segmentos de
7 771 526 nervo dentro dos tubos melhora
g ;g?*’ f;g; a regeneracéo de fibra nervosa
10 1080 876 mielinizada, concluindo que es-
11 622 612 tes podem ser fonte adicional de
12 o o células de Schwann e de fatores
14 790 451 neurotroficos®.
;g g;g jgg Decidimos fazer um estudo com-
17 416 331 parativo da agao neurotrdfica entre
18 385 297 fragmentos de nervo e fator de
ot ;33%73 :13327565 crescimento de fibroblastos, uma
vez que ambos demonstraram

bons resultados na regenera-
Gao nervosa em estudos anterio-
res(13,14‘1516,17,19)l

Varios autores obtiveram bons
resultados com tubulizacao de
nervos com segmento de nervo ou artéria"2¥. O uso de tubos
sintéticos apresenta algumas desvantagens com relagdo ao ma-
terial bioldgico, por apresentar uma fibrose mais intensa. Optamos
pela utilizagdo do tubo de silicone por ser material mais inerte,
apresentando menor reacao local, por n&o colabarem, permitindo
0 acumulo de substancias no interior, e por ser de facil acesso no
nosso meio.

Optamos pela utilizagdo do nervo tibial que é predominantemente
motor, pois estudos com nervos mistos como o ciatico podem
levar a lesdes como ulceragdes e autofagia do membro, além de
dificuldade na deambulacédo e alimentag&o. Fizemos resseccao
de 8 mm pois o nervo tibial no acesso utilizado tem extensao
aproximada de 10 mm, sendo assim, restaram cerca de 1 mm
em cada extremidade. A manutencdo deste pequeno segmento
do coto foi importante para que pudéssemos introduzi-lo dentro
da luz do tubo.

O intervalo entre a primeira e a segunda cirurgia foi de trés me-
ses, evitando esperar por um tempo mais prolongado para evitar
maiores perdas de animais. Ao observarmos 0s animais antes da
segunda cirurgia, verificamos que 0s mesmos apresentavam boa
fungao dos membros, ndo sendo constatado claudicagdo como
ocorria logo apds a primeira intervencéo cirdrgica.

Utilizamos a técnica da contagem neuronal na medula apés co-
loragdo do coto distal ao enxerto com Fluoro-Gold. Esta técnica
permite avaliagdo mais fidedigna do nimero de células que atinge

Tabela 2 - Valores da tabela
1 corrigidos pelo critério de
Abercrombie para sec¢ao de
40 pm.

a extremidade distal do enxerto, pois no axdnio seccionado ocorre
“um brotamento” com varias ramificagdes. Um estudo do segmento
distal do nervo poderia levar a valor superestimado dos axdnios
regenerados, pois estas inUmeras ramificagdes dos cotos sofrem
amputacéo fisiolégica com o tempo®?.

As medulas foram submetidas a cortes histolégicos de 40um,
espessura que permite grande sensibilidade nas contagens de
células marcadas, mas que aumenta também a possibilidade de
um mesmo neurdnio ser contado em cortes diferentes. Devido a
esse fato, utilizamos o método de corregéo de Abercrombie™, no
qual se multiplica o resultado por 0,65, tornado o resultado proximo
do ndmero real de células.

Através das analises estatisticas verificamos que houve diferenca
estatisticamente significante entre os lados, sendo que o lado que
recebeu o FGF teve maior contagem neuronal do que o lado com
segmentos de nervos.

Analisando a tabela de resultados, verificamos que houve grande
diferenca no nimero de células entre os animais, variando de 385
a 1248 no lado direito, e de 297 a 1012 no lado esquerdo. Impor-
tante ressaltar que as proporgdes entre o esquerdo e direito se
mantiveram, ndo alterando portanto a andlise estatistica.

A grande variedade no nimero de células de um rato para outro
pode ser explicada pela caracteristica individual do animal, também
verificado em trabalhos anteriores®®?. Devido a essa variabilidade,
utilizamos o teste t-pareado, no que retira o efeito individual do
animal, testando a média das diferencas de cada rato. Neste
teste, verificamos a correlagéo linear de Pearson entre os lados,
que pode variar de zero a um. No nossO caso mostrou-se bem
elevada (0,942), indicando que os lados reagem da mesma forma
para cada uma das metodologias aplicadas.

Para anélise dos resultados utilizamos também o teste de Mann-
Whitney, o que analisa os lados como entidades isoladas. Este teste
trabalha com a média dos postos de cada grupo, ndo retirando
o efeito individual dos ratos. O teste de Wilcoxon analisa também
os postos, verificando as diferencas de cada rato. Todos os testes
demonstraram que havia diferenca estatisticamente significante.
O uso de tubo de silicone como enxerto de nervo periférico tem
sido objeto de pesquisa de inUmeros autores, porém os resultados
mostraram que nao podem ser usados como substituto de enxerto
de nervo autélogo. Alguns bons resultados®?® sao discordantes de
outros, que mostram que ainda nao temos o enxerto ideal®?.
Outras alternativas que parecem oferecer também caminhos pro-
missores sd0 0s usos de materiais bioldgicos para tubulizagéo,
como artérias e veias.

A associagao entre 0 uso de material bioldgico e um fator de cresci-
mento deve, teoricamente, promover regeneragao mais adequada,
no entanto neste caso deparamos com a dificuldade técnica na
infusdo da solugéo e para impedir o extravasamento do liquido.
Aimportancia das células de Schwann foi demonstrado em varios
estudos, e a presenga de fragmentos do nervo dentro do tubo
pode ser uma fonte adicional destas células®). Apesar disso,
no nosso estudo este método se mostrou inferior para promover
regeneragao nervosa.

O fator de crescimento de fibroblastos tem se mostrado bastante
promissor, tendo demonstrado resultados semelhantes ou até
superiores ao enxerto de nervo tradicional®. No nosso estudo
verificamos que houve melhores resultados do que com fragmentos
de nervos, mas quando comparamos numero de células conta-
das em cada rato com outros trabalhos que utilizaram a mesma
metodologia, verificamos que o enxerto de nervo autélogo ainda
promove melhor regeneragdo nervosa periférica®.

Desde o relato das primeiras neurocinas, novas perspectivas se
abriram para melhorar a regeneragdo nervosa, entretanto, até o
momento nenhum destes fatores possibilitou um crescimento
neuronal totalmente satisfatorio.

Os inumeros trabalhos publicados sobre a regeneragao nervosa
mostram a grande preocupagao com esta questdo que ainda
permanece obscura. A melhor compreensado dos fendmenos
biogquimicos parece ser fundamental para desenvolvimento do
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método de tratamento ideal. O uso de substancias neurotroficas
exdgenas tém demonstrado resultados animadores, e prova-
velmente a associagdo com métodos de tubulizagdo adequada
possa futuramente melhorar a recuperagao dos pacientes com
lesdes nervosas. Este estudo demonstrou que a simples presen-
ca das células de Schwann adicionadas na forma de fragmentos
de nervo nao foi suficiente para regeneragéao desejada. Baseado
em evidéncias de que o FGF atua principalmente nas células de
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