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RESUMO

Oliveira HA. Estudo da regeneragdo simpatica pos simpaticotomia seletiva
experimental (ramicotomia). [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2008.

INTRODUCAO: A simpatectomia toracica é o Unico tratamento, definitivo e
eficaz, para a hiperidrose primaria. A ramicotomia é um procedimento
cirurgico tao eficaz, mais conservador e com menos efeitos adversos que a
simpatectomia convencional, contudo foi abandonada pela alta taxa de
recidiva, atribuida, até entdo, a seccado incompleta dos ramos comunicantes,
ao desenvolvimento de outras vias de conducgao para o estimulo central e a
regeneragdo neural. A avaliagdo histolégica dos ramos comunicantes
simpaticos apdés a ramicotomia, pode ajudar a entender o processo de
recidiva dos sintomas da hiperidrose e, dessa forma contribuir para o
desenvolvimento de estratégias para evita-la.

MATERIAL E METODOS: 28 suinos foram submetidos a ramicotomia por
videotoracospia e divididos randomicamente em 5 grupos, sacrificados com
15, 45, 90, 135 e 180 dias de pds-operatorio (DPO). Os segmentos operados
foram removidos cirurgicamente e submetidos a avaliagdo macroscopica da
regeneragdo assim como andlise histolégica dos ramos comunicantes
brancos e cinzentos para quantificacdo da reacao inflamatéria, deposicao de
fibras de colageno grossas e finas, fibras reticulares e células de Schwann
por imuno-histoquimica. Os dados foram comparados ao grupo controle,
composto por segmentos intactos, nao operados.

RESULTADOS: Nao houve regeneragao macroscopica no grupo de 15 DPO
sendo presente em 41,6% dos casos no grupo 180 DPO (p < 0,05). A reagéo
inflamatdria foi determinante no processo de degeneragdo Walleriana, com
presenga importante das células de Schwann nos ramos pré-ganglionares (p
< 0,05), as células de Schwann apresentaram evolugdo semelhante nos dois
ramos a partir do grupo de 45DPO, mantendo-se em menor numero nos
ramos cinzentos. As fibras de colageno foram cruciais na cicatrizagéo e as
fibras reticulares importantes na regeneragdo neural, com correlagéo
negativa entre elas (r = - 0,414; p < 0,01). A deposigéo de fibras de colageno
foi maior nos ramos cinzentos, apresentando pico de deposi¢édo no grupo
135 DPO e declinio importante no grupo 180 DPO (p < 0,05).
CONCLUSOES: A ramicotomia permite a seccdo completa de todos os
ramos comunicantes do ganglio simpatico. A taxa de regeneragao
histolégica deve ser maior que a taxa de recidiva dos sintomas no humano,
devido a regeneragdes nao funcionais. O processo regenerativo € similar
nos ramos brancos e cinzentos, com tendéncias menores para os ultimos. A
regeneragao dos ramos comunicantes deve ser um dos principais fatores de
recidiva da hiperidrose apds a ramicotomia.

Descritores: 1.Simpatectomia  2.Cirurgia  toracica  video-assistida
3.Degeneracédo Walleriana 4.Células de Schwann 5.Suinos
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SUMMARY

Oliveira, HA. Study of sympathetic regeneration post experimental selective
sympathicotomy (ramicotomy). [thesis]. Sdo Paulo: University of Sdo Paulo,
School of Medicine, 2008.

INTRODUCTION: Thoracic sympathectomy is the only definitive and efficient
treatment for primary hyperhidrosis. The ramicotomy is a surgical procedure
that is as efficient as conventional sympathectomy but more conservative,
having less adverse effects then conventional sympathectomy. This
procedure was abandoned on account of the high recurrence rate, attributed
to the incomplete section of the rami communicantes and to the development
of new pathways of conduction to the central stimuli.

MATHERIAL AND METHODS: Twenty-eight swine underwent bilateral
videothoracoscopic ramicotomy and were randomly divided into 5 groups.
The animals were sacrificed at 15, 45, 90, 135 and 180 days post-operative
POD. The segments were removed and evaluated for macroscopic
regeneration and histological analysis of the white and gray rami
communicantes analyzing the inflammatory reaction, deposition of thin and
thick collagen fibers, reticular fibers and Schwann cells. The data was
compared to intact segments of sympathetic trunk as a positive control.
RESULTS: There was neither macroscopic nor microscopic regeneration at
the 15 POD group. The remaining groups had an average of 41,6% of
regeneration, more significant at the 180 POD group (p<0.05). The
inflammatory reaction was crucial in the process of Wallerian degeneration,
with an important participation of the Schwann cells in the pre-ganglionic rami
(p<0.05). The Schwann cells presented a similar evolution in both rami
beginning at the 45 POD group, with a smaller count in the gray rami. The
collagen fibers were significant in the cicatrization and the reticular fibers
were important in neural regeneration, with a meaningful negative correlation
between them (r = - 0,414; p < 0,01). The rate of deposition of the collagen
fibers was greater in the white rami when compared to the gray rami in the
first trimester and less important in the second trimester (p<0.05).
CONCLUSIONS: Ramicotomy allows complete section of all rami
communicantes of the sympathetic ganglia. The histological regeneration
might be greater than the recurrence rates of clinical symptoms as seen in
the human being due to non-functional regenerations. The restoration
process is similar in both white and gray rami, with smaller tendencies in the
last one. The regeneration of the could be one of the main factors for
recurrence of hyperhidrosis following ramicotomy.

Descriptors: 1.Sympathectomy 2.Video assisted thoracic surgery 3.Wallerian
degeneration 4.Schwann cells 5.Swine.
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INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

A hiperidrose € uma condicdo clinica caracterizada por sudorese
excessiva generalizada ou focal. O envolvimento generalizado costuma
ocorrer devido a infecgdes, desordens enddcrinas ou neurolégicas,
denominada de hiperidrose secundaria; ja o acometimento focal € idiopatico
e ocorre também em pessoas saudaveis, podendo afetar uma ou mais
partes do corpo, mais frequentemente méaos, axilas, pés e face, nessa
ordem. A hiperidrose acomete 1-2% da populagdo, provocando disturbios
psico-sociais e interferindo nas atividades diarias dos pacientes " 2. Entre as
varias opgdes de tratamento, topica, sistémica, cirurgicas e néo cirurgicas, a
simpatectomia toracica € superior a qualquer outra modalidade de
tratamento para o controle da hiperidrose primaria palmar e axilar 3% 7. E
cada vez maior o numero de pacientes que se submetem a esse tipo de
tratamento, bem como o numero de cirurgides que fazem o procedimento.

A primeira cirurgia de denervagao simpatica foi realizada em 1889
por Alexander tendo como unico objetivo o tratamento de um paciente com
epilepsia, sem nenhum intuito de reduzir a sudorese. A partir dai estendeu-
se para varios outros casos como, boécio toxico, dor pancreatica intratavel,
exoftalmia, glaucoma e angina, a maioria com resultados pouco animadores,
com excecao para as desordens vasoespasticas. A resseccao parcial do

tronco simpatico para abolir a hiperidrose s6 foi realizada em 1920 por

Kotzareff 8.
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Varias técnicas tém sido utilizadas para a realizagdo da
simpatectomia toracica no tratamento da hiperidrose palmar e axilar, mas foi
o advento da cirurgia minimamente invasiva na década de 90 que permitiu
uma padronizacdo do procedimento a nivel mundial °. Atualmente a técnica
mais difundida restringe-se a secgdo do tronco simpatico ao nivel das 22, 3°
elou 42 costelas, dependendo da area acometida pela hiperidrose. Esse
procedimento apresenta alta eficacia, chegando a 98-100% nas melhores
séries. Dentre os varios efeitos indesejaveis provocados pela simpatectomia
toracica, a sudorese compensatoria € sem duvida o mais prevalente e o que
mais inibe os pacientes portadores da hiperidrose em se submeter ao
tratamento, bem como a principal causa de insatisfagdo do paciente com
resultado cirtrgico % % © %13 Geralmente acomete as regides dorsal, torax
e abdome em 50-78% dos pacientes operados * .

Muitos cirurgides acreditam que os efeitos adversos ocasionados
pelo bloqueio simpatico estdo diretamente relacionados ao bloqueio de
outras vias que navegam pelo tronco nao relacionadas ao dermatomo
acometido pela hiperidrose. Tais vias seriam impedidas de promoverem
seus efeitos nos o6rgaos alvo, necessarios para o equilibrio do sistema
nervoso autdnomo ' '°. A participacdo de outras vias ao nivel do 2° e 3°
ganglios toracicos € facilmente comprovada através da reducédo da
frequéncia cardiaca encontrada durante o repouso, exercicio sub-maximo e
pico de exercicio nos pacientes submetidos & simpatectomia toracica '®®.
Loewy demonstrou que as fungdes do sistema nervoso autbnomo,

similarmente ao sistema enddécrino, sdo reguladas por mecanismos de
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feedback positivo e negativo '°.

O centro regulador da transpiragao
localizado no hipotdlamo envia um estimulo positivo aos 6rgéos alvo
(glandulas sudoriparas), que por sua vez enviam um sinal negativo ao
sistema nervoso central inibindo o estimulo do hipotalamo % 2", A falta de
estimulo por essas vias, apds o bloqueio simpatico resultante da
simpatectomia, poderia exacerbar o feedback positivo do hipotalamo, que
estimularia outros ganglios da cadeia simpatica, desenvolvendo assim o suor
reflexo *°.

A evolucdo da técnica operatéria tem demonstrado que quanto
menor a area de denervagdo simpatica (incluindo-se a preservagdo do
segundo ganglio), menor a incidéncia e/ou a intensidade da sudorese
compensatoria, sem comprometimento da eficacia cirdrgica % ?°. Partindo
dessa premissa, varias alternativas foram criadas na tentativa de diminuir a
agressao ao tronco simpatico e a consequente resposta compensatoria do
sistema nervoso autdbnomo. Varios estudos tentaram padronizar os niveis de
abordagem dos ganglios simpaticos; sendo que para o rubor e hiperidrose
facial direciona-se o bloqueio apenas para o nivel da 2 costela (T2); para o
acometimento palmar o bloqueio de T3 e para o axilar apenas T4, atingindo-
se assim o mesmo grau de satisfagdo com menor intensidade do suor
reflexo 10-12, 24, 25.

Varias estratégias foram utilizadas a fim de minimizar os efeitos
adversos causados pela simpatectomia toracica, principalmente o suor

reflexo. O bloqueio simpatico com um clipe metalico € uma boa opcao

cirargica, pois possibilita a reversdo da cirurgia nos casos de suor reflexo
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severo, contudo apresenta sucesso na reversao em aproximadamente 50%
dos casos, além de manter o bloqueio das outras vias que navegam pelo
tronco simpatico 2 %7,

Com o intuito de utilizar um procedimento cirdrgico menos
agressivo, para produzir os mesmos efeitos positivos da simpatectomia
convencional e ao mesmo tempo causar o menor desequilibrio possivel ao
sistema nervoso autbnomo, foi criada a simpaticotomia seletiva, ou
ramicotomia, focalizando o bloqueio simpatico apenas ao dermatomo
acometido pela hiperidrose e liberando o trajeto troncular para as outras vias
nao relacionadas as glandulas sudoriparas.

Esse procedimento alternativo mais conservador foi descrito pela
primeira vez por Wittmoser em 1992 e posteriormente adotado por Gossot e
Lee, o qual consiste em preservar a comunicagao interganglionar no tronco
simpatico, abordando apenas os ramos comunicantes > #® 2 A
simpaticotomia seletiva, ou ramicotomia, realizada ao nivel do 2°, 3° e 4°
ganglios apresentou eficacia semelhante a simpatectomia convencional,
contudo, criou outro inconveniente importante, a alta taxa de recidiva da
hiperidrose. Devido a impossibilidade de examinar histologicamente o sitio
cirurgico no pés-operatério em pacientes humanos e ao mito da nao
regeneracao neural entre a maioria dos cirurgides, o indice de 20%, em
média, de retorno dos sintomas simpaticos foi atribuido principalmente a
falta de seccéo de todos os ramos comunicantes para ganglio operado, bem
como ao desenvolvimento de outras vias de conducgao pelo sistema nervoso

central % 6393133,
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No entanto, a literatura mostra bem claramente que varios
pesquisadores comprovaram a existéncia de restauracido de tecido do
sistema nervoso periférico, tanto motor quanto autbnomo, que pode ser por
cicatrizagao, ou seja, substituicdo do tecido nervoso por fibras de colageno,
Oou regeneragao, que por sua vez pode ser funcional ou n&do. Também
definiram parametros importantes que favorecem a regeneragao neural,
como a proximidade dos cotos axonais seccionados e o tempo gasto na
reaproximacao destes apds a lesdo >+,

As estruturas anatdmicas da cadeia simpatica toracica sao muito
delgadas e a distancia entre elas & geralmente milimétrica, ao realizar a
ramicotomia, produz-se uma seccdo no axobnio distal muito proxima do
ganglio simpatico, dessa forma o coto distal a lesdo, segmento em que
ocorrera degeneragao completa, € muito curto, isso poderia permitir uma
regeneragao completa em curto espago de tempo, quando comparado a
secc¢ao do trono simpatico, como ocorre na simpatectomia convencional.

Outra caracteristica apds a ramicotomia é a aproximacgao natural e
imediata dos ramos comunicantes seccionados, pois o tronco preservado
retorna a sua posigcao original apés o procedimento, favorecendo assim a
reconexao entre eles.

A avaliacdo morfométrica dos ramos comunicantes, em diferentes
etapas no pos-operatério da ramicotomia, poderia identificar aspectos
temporais, bem como indicadores histolégicos do processo de cicatrizagao e
regeneracgao neural. A confirmacéo da existéncia dessa reconexao poderia

estimular a criacdo de mecanismos para evita-la e assim reativar a pratica
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de um procedimento mais conservador, que preserva a integridade do tronco

simpatico, no tratamento da hiperidrose primaria.
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REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANATOMIA DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

Os primeiros relatos anatdbmicos do sistema nervoso autbnomo
iniciaram em meados do século Il com Claudius Galenus, o qual acreditava
tratar-se de um Uunico sistema, denominado tronco vago-simpatico,
originando-se no tronco cerebral. Essa idéia permaneceu até 1563, quando
Eustachius demonstrou que o vago e simpatico eram nervos separados,
contudo a estrutura anatdmica desses nervos so6 foi melhor esclarecida no
século XIX com o advento da histologia *’.

A evolugdo dos estudos histologicos e eletro-fisioldgicos
demonstrou que as regides cerebrais envolvidas no controle do sistema
simpatico estdo distribuidas no tronco cerebral, diencéfalo e coértex. As
informagdes partem das areas corticais altas, incluindo insula, cingulo
anterior, amigdala e cértex pré-frontal ventro-medial, atingindo os centros
autondmicos no diencéfalo e tronco cerebral. O neurénio pré-ganglionar na
medula espinhal € diretamente controlado pela regido ventrolateral da
medula, substancia cinzenta periaquedutal, nucleo parabraquial e
hipotdlamo. O arranjo das fibras na medula ventrolateral € provavelmente
topogréfico; elas descem pelos fasciculos longitudinal, dorsal e
espinovestibular, onde fazem sinapse com o segundo neurbnio pré-

ganglionar, localizado na coluna intermédio-lateral da medula do primeiro
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segmento medular toracico (T1) até o segundo lombar (L2). Cada segmento
medular contem aproximadamente 5.000 neurdnios pré-ganglionares ¢ 3°.
Os neurdnios pré-ganglionares deixam a substancia cinzenta da
medula, no corno intermédio-lateral de T1 a L2, pelas raizes ventrais dos
nervos espinhais e penetram na cadeia simpatica paravertebral lateralmente,
através dos ramos comunicantes brancos, assim chamados por serem ricos
em mielina. As fibras podem fazer sinapses com o neurdnio pos-ganglionar
no ganglio correspondente, subir ou descer através dos ramos
interganglionares fazendo sinapses em ganglios situados superior, ou
inferiormente, ou ainda atravessar a cadeia ganglionar e fazer sinapses nos
ganglios pré-vertebrais, como ocorre com os nervos esplancnicos (Figura 1)
4. 41 Essas fibras pds-ganglionares inervam as visceras pélvicas e
abdominais; a unica excecao é a medula adrenal, que recebe fibras pré-
ganglionares diretamente, onde suas células secretoras de adrenalina

3. 42 Cada axénio

funcionam como fibras pds-ganglionares modificadas
pré-ganglionar inerva aproximadamente dez neurbnios pés-ganglionares, o
que ajuda na atuagao difusa do sistema simpatico.

As fibras pds-ganglionares que constituem os ramos cinzentos

deixam os ganglios paravertebrais medialmente e atingem os 6rgaos alvo na

cabecga, tronco, membros e érgaos toracicos.
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Neurdénio
pré-ganglionar Coluna lateral
da medula

Ramo s
cinzento

Ramo
interganglionar

Ganglio
pré-vertebral

Figura 1 — Representacdo esquematica  dos neurbnios simpaticos pré-
ganglionares.

Ha também outro aspecto importante na distribuicdo das fibras pré-
ganglionares; a inervagao das regides da cabeca e do pescogo origina-se
geralmente dos segmentos espinhais de T1 a T3, e passam pelos ramos
comunicantes brancos para os ganglios cervicais, enquanto as fibras para os
membros superiores e axila originam-se nos segmentos T3 a T6, sobem
pelo tronco simpatico até o plexo braquial e atingem os dermatomos

correspondentes (Figura 2) .
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Olhos e
glandulas
lacrimais
Mucosas e
glandulas
; salivares
Visceras === - .n“‘
abdominais
Coragao e
traquéia

Figura 2 — Representagao esquematica da distribuicdo dos neurbnios pré e
pds-ganglionares para os 6rgaos toraco-abdominais.

Os troncos simpaticos paravertebrais sao formados por uma cadeia
ganglionar bilateral, situada ao longo de toda a extensao da coluna vertebral,
mantendo conexdes com a medula espinhal toracica e lombar alta por meio
dos ramos comunicantes brancos. Cada cadeia € composta por trés ganglios
cervicais, 12 toracicos, dois a cinco lombares, quatro ou cinco sacrais € um
coccigeo, ganglio impar, para o qual convergem e onde terminam as cadeias

simpaticas *.
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2.2 FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA DO SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

Os primeiros passos para o entendimento da fisiologia do sistema
simpatico foram dados por Claude Bernard em 1852, que observou uma
dilatagdo dos vasos sanguineos da orelha de um coelho apés a secgao do
tronco simpatico cervical. No mesmo ano, Brown-Séquard estimulou
eletricamente o tronco simpatico cervical de um coelho e notou o efeito
inverso descrito por Bernard. Em 1915 Charles Gruber comparou o efeito do
estimulo elétrico sobre o tronco simpatico cervical e o nervo corda do
timpano na vasodilatagdo e secrecdo salivar 4% 4%,

A aplicagdo de novas técnicas de eletrofisiologia e farmacologia
permitiram identificar que o principal neurotransmissor utilizado pelos
neurbnios pré-ganglionares na via aferente € a acetilcolina. Em contra-
partida os neurbnios poés-ganglionares utilizam principalmente a
noradrenalina para a transmissdo do impulso nervoso, exceto as fibras
sudomotores que liberam principalmente acetilcolina. O controle da
transmissao do sinal elétrico na fenda sinaptica € modulado por varios outros
neuropeptideos excitatérios ou inibitorios de funcéo ainda pouco conhecidos.

As fibras simpaticas pds-ganglionares para os membros podem ser
divididas em trés classes funcionais: inervagao vasocostritora que controla o
suprimento sanguineo para os musculos, inervagdo sudomotora especifica
para alvos na pele, em especial as glandulas sudoriparas e fibras

pilomotoras que atuam no foliculo piloso. A agdo em conjunto dos trés tipos
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de fibras simpaticas € um dos principais mecanismos de regulacdo da

temperatura corporal, em especial a agao sobre as glandulas sudoriparas.

2.2.1 Termorregulagao

A temperatura corporal é mantida em torno de 36 °C através da
agao do centro termorregulador do hipotalamo, o qual envia impulsos
através das vias simpaticas a varios orgaos efetores promovendo
vasodilatacao, piloerecao e sudorese. O suor pode ocorrer, além do estimulo
térmico, em resposta a alimentos condimentados, ansiedade e estresse *°.

A taxa de sudagdao aumenta de acordo com o aumento da
temperatura corporal. Geralmente a sudorese ocorre durante o repouso
apenas em temperaturas externas superiores a 24 °C e quase nunca em

temperaturas inferiores a 18 °C *°.

2.2.2 Glandulas Sudoriparas

Existem dois tipos de glandulas sudoriparas: apdcrinas e écrinas.
As gléndulas apodcrinas estdo mais concentradas nas axilas e localizadas
mais profundamente na derme. Embora tenham um tamanho 10 vezes maior
que as glandulas écrinas, secretam em uma quantidade muito menor, um
produto com aspecto leitoso, rico em gordura e colesterina. Essas glandulas
nao possuem inervacao que estimule diretamente a secrecdo e se
exteriorizam sempre em foliculos pilosos (Figura 3). Essas glandulas nao

sdo responsaveis pela hiperidrose, mas sim pelo odor desagradavel do suor
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nos casos de bromidrose, devido a decomposicao e fermentacdo bacteriana

do produto excretado. Geralmente se desenvolvem apenas na puberdade.

Ducto da
glandula écrina

Glandula
Glandula sudoripara
sudoripara apocrina

écrina

Figura 3 — Desenho ilustrando as glandulas sudoriparas écrinas e apdécrinas.

Ao contrario das glandulas apdcrinas, as écrinas se caracterizam
por eliminarem apenas o produto da secrecao de suas células, uma mistura
hipotdnica, levemente acida, contendo sédio, potassio, uréia, aminoacidos,
enzimas, compostos organicos e metais pesados. Sao inervadas por fibras
colinérgicas do sistema simpatico e, em situagdes extremas, podem produzir

até oito litros de suor em 24 horas .
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2.3 SIMPATECTOMIA TORACICA ENDOSCOPICA

O aumento da secregao das glandulas écrinas, além do necessario
para o resfriamento do corpo, caracteriza um disturbio denominado de
hiperidrose e o principal tratamento cirurgico definitivo € a simpatectomia
toracica endoscépica (STE).

A simpatectomia para hiperidrose palmar, axilar e facial tem a
finalidade de bloquear o estimulo transmitido pelo neurdnio pds-ganglionar
no tronco simpatico ao dermatomo correspondente. Apresenta altos indices
de eficacia (98-100%) tendo a sudorese compensatoria como principal efeito
adverso. Nessa condicdo o0 paciente passa a transpirar em excesso em
outras regides do corpo apos a cirurgia, principalmente em resposta a
estimulos térmicos e ao esforgo fisico. As regides mais acometidas séo o
dorso, abdome, coxas e virilhas, nessa ordem *" %%,

A técnica utilizada inicialmente consistia em retirar a cadeia
simpatica da 2% até a 5% costelas, com o intuito de abranger toda a area de
interesse e evitar a regeneragao do tronco (Figura 4), Smithwick em 1940
sugeria inclusive uma sutura invertendo o coto remanescente para impedir a
reconexdo do nervo *°. Esse procedimento exigia maior tempo operatério
com maior morbidade e alto indice de suor reflexo.

Com a popularizagdo da simpatectomia, a preocupacdo com a
sudorese compensatoria tornou-se constante e alguns autores criaram

questionarios para avaliar a qualidade de vida antes e apds a cirurgia para
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hiperidrose na tentativa de padronizar um procedimento que apresentasse o
maximo efeito com o minimo de suor reflexo ™ *°.

Gossot em 2003 avaliou os resultados tardios de pacientes
simpatectomizados com até sete anos de seguimento e demonstrou que a
sudorese compensatéria ndo aumenta com o tempo, mas que a ressecgao

do 2° ao 4° ganglios provocava um suor reflexo importante em 31,5% e

incapacitante em 7,5% dos pacientes *.

Secgéo do
tronco

simpatico
com Hook

Figura 4 — llustracdo da simpatectomia endoscépica convencional para
hiperidrose.
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Varios estudos subseqlentes estabeleceram uma relacdo entre a
localizagdo da hiperidrose primaria e o ganglio responsavel pelo estimulo
simpatico. O segundo ganglio seria o responsavel pela hiperidrose e rubor
facial, o terceiro e quarto ganglios pela hiperidrose palmar e axilar
respectivamente " ¥, Desta forma, ao analisar os diferentes niveis de
ressecgao da cadeia simpatica, verificou-se que a abordagem em niveis
inferiores ao segundo ganglio apresentou significativa redugcéo da sudorese

compensatoria 1% 1124,

Pleura parietal
aberta sobre o
tronco simpatico

Clipe metalico |

Clipador

Figura 5 — Foto do tronco simpatico demonstrando o bloqueio troncular por
clipagem.
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Alguns autores acreditam que a porcao anterior do hipotalamo
recebe informacgdes térmicas aferentes de receptores centrais e periféricos e
envia sinais eferentes as glandulas sudoriparas. Esses receptores
periféricos estariam presentes principalmente ao nivel do 2° e 3° ganglios
toracicos, assim, apos a simpatectomia em T2-3, o “feedback” negativo seria
bloqueado, o que poderia induzir a hiper-estimulacdo de outras areas
levando ao suor reflexo ™ °2. Em certos casos, a intensidade da sudorese
chega a ser fator limitante da qualidade de vida no pds-operatério. Por esse
motivo, alguns cirurgides advogam a técnica de clipagem do tronco
simpatico promovendo o bloqueio do impulso nervoso, com a mesma
eficacia do procedimento convencional, porém com a possibilidade de
reverter a cirurgia nos casos de insatisfagao por parte do paciente (Figura 5)
3% O mecanismo exato da sudorese compensatdria permanece
inexplicado e, apesar da alta incidéncia, até 0 momento nao foi descrita uma

maneira efetiva de evita-la ¢ ",

2.4 SIMPATICOTOMIA SELETIVA (RAMICOTOMIA)

A preocupacdo com a sudorese compensatoria apos o
procedimento de simpatectomia convencional, através do bloqueio do
impulso nervoso no tronco simpatico, seja por secgdo ou clipagem,
estimulou a criagdo de um procedimento alternativo mais fisiolégico e
conservador. Descrito pela primeira vez por Wittmoser em 1992 e

posteriormente adotado por Gossot e Lee, a simpaticotomia seletiva, ou
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ramicotomia, consiste em preservar a comunicagao interganglionar no tronco
simpatico, abordando apenas os ramos comunicantes (Figura 6). Dessa
forma, sdo preservadas as outras vias simpaticas que viajam pela cadeia
paravertebral até atingir os 6rgaos alvo, como, por exemplo, o coragéo, a

traquéia e as glandulas salivares > %2,

2° nervo
‘ intercostal
|

NG
AR |
2y tJ § :

Figura 6 — Foto do tronco simpatico em cadaver demonstrando os sitios da
simpaticotomia seletiva (ramicotomia). FONTE: DH Kim et al.

European Journal of Cardio-thoracic Surgery 2004; 26:396-400.
Alguns estudos comparando a simpatectomia convencional com a

simpaticotomia seletiva dos ramos comunicantes do 2° ganglio toracico, para

hiperidrose craniofacial, e do 3° e 4° ganglios, para hiperidrose palmar e



Estudo da regeneragdo simpatica pos simpaticotomia seletiva experimental (ramicotomia) 37

axilar, mostraram a mesma eficacia para anidrose e uma significativa
reducao na incidéncia e intensidade do suor reflexo, promovendo maior grau

6, 31-33

de satisfacao dos pacientes Infelizmente, o acompanhamento poés-

operatorio desses pacientes mostrou alta taxa de recidiva da hiperidrose, 5%
a 20%, sendo a técnica abandonada pela maioria dos servicos * %% ©2,

Entre as hipoteses que explicam o retorno dos sintomas estio:
seccao incompleta dos ramos comunicantes, devido a maior dificuldade
técnica do procedimento; transmissdo do impulso nervoso por outra via
anatémica pré-existente, ou a regeneragao do nervo 0

Um aspecto importante € o papel que cada ramo neural
desempenha no processo de hiperidrose palmar e axilar. O ramo
comunicante pré-ganglionar (branco), constituido por fibras ricas em mielina,
€ o responsavel pela transmissao do estimulo central ao ganglio simpatico,
portanto, sua seccao deve ser o0 objetivo primario na ramicotomia,
principalmente nos casos de hiperidrose palmar, nos quais 0os ramos pos-
ganglionares estdo localizados no plexo braquial, ndo acessiveis
cirurgicamente. Ja o0 ramo comunicante pds-ganglionar (cinzento),
constituido por fibras pobres em mielina, € o responsavel pela inervacédo do
dermatomo; sendo assim, sua importancia cirurgica se faz para os casos de
hiperidrose axilar, onde apenas sua secg¢éo ao nivel do terceiro ganglio seria

suficiente para o sucesso do tratamento %% %
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2.4.1 Variagao Anatdomica dos Ramos Comunicantes da Cadeia Simpatica

A localizagao e as conexdes dos ramos comunicantes do tronco
simpatico toracico superior apresentam variagcdes pouco documentadas.
Essas alteragdes podem ser cruciais para o entendimento de parte dos
insucessos cirurgicos ou da recidiva dos sintomas apds a simpatectomia
convencional e principalmente, apés os procedimentos conservadores da
cadeia simpatica no tratamento da hiperidrose primaria.

O neuroanatomista Albert Kuntz, em 1927, foi o primeiro a
descrever a presenga de ramos comunicantes adicionais que conectam o
segundo nervo intercostal ao primeiro nervo toracico, localizado de 2.3mm a
15.7mm lateral ao segundo ganglio toracico nos adultos, sem passar pela
cadeia simpatica (Figura 7). Kuntz atribuiu a recorréncia simpatica, apos a
ganglionectomia cervico-toracica realizada em sua época, a presenca de
ramos acessorios que conectavam o segundo ganglio ao plexo braquial sem
passar pelo tronco simpatico, seria um caminho alternativo para o impulso
neural. Posteriormente foram identificados outros ramos acessorios
comunicando, ndo somente o primeiro e segundo ganglios, mas também o
terceiro e quarto ganglios toracicos. A todos esses nervos aberrantes foram
aplicados 0 mesmo epdnimo, nervo de Kuntz & © %4,

Ramsaroop em 2001 comparou a literatura existente com seus
achados de microdisseccdo em cadaveres de fetos e adultos e encontrou
uma variagao importante na incidéncia das altera¢gdes anatdbmicas dos ramos
comunicantes. A presenga mais frequente €, sem duvida, a do nervo de

Kuntz, no primeiro espaco intercostal, de 38% a 75%. Para os ramos
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adicionais no segundo espaco intercostal a incidéncia varia de zero a 58%,

diminuindo & medida que se afasta do ganglio estrelado *.

Plexo
Braquial

Ganglio
estrelado

N Kuntz

& 2°ganglio

Figura 7 — Desenho demonstrando o nervo de Kuntz e sua relagdo com o
tronco simpatico e ramos intercostais.

Recentemente, Cho em 2005 avaliou os ramos comunicantes do
segundo, terceiro e quarto ganglios toracicos, através de videotoracoscopia
imediatamente antes da realizagao de simpaticotomia seletiva. Ele encontrou
ramos que ascendem ou descendem do segundo ao quarto ganglios
toracicos para os nervos intercostais vizinhos na proporg¢ao de 66.7%, 32.1%
e 13.1%, respectivamente (Figura 8). Por isso, varios autores acreditam que

a falha cirurgica, a alta recidiva da hiperidrose e o suor assimétrico apds os
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procedimentos de ramicotomia podem ser devidos a presenca dessas

variacdes anatdmicas > .
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Figura 8 — Representacdo esquematica da relagdo anatdmica entre os
ramos comunicantes e os nervos intercostais.

2.5 REGENERAGAO NEURAL

Os neurdnios se distinguem entre as células do corpo humano pelo
numero e variedade dos seus processos axonal e dendriticos. Consideravel
atencao é dada as relagdes troficas entre o corpo celular, ou pericario, e seu
axénio, bem como as consequéncias da lesdo neuronal. Em 1850 o
fisiologista inglés Augustus Volney Waller afirmou que quando o axénio é
seccionado, o segmento distal invariavelmente degenera. Entretanto, ndo é
apenas nesta parte do axénio que as alteragbes degenerativas ocorrem.

Alteragbes comparativamente graves podem ser observadas no pericario de
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muitos neurbénios. Em varios sistemas neuronais uma atrofia, ou mesmo
degeneracdao, também pode ser observada nos neurbnios que estdo
relacionados sinapticamente as células nervosas lesadas °'. Este
paralelismo suporta a hipétese que um suprimento retrégrado de fatores
troficos do 6rgado alvo ou das células gliais ao longo do axénio é necessario
para assegurar a sobrevivéncia e manutengdo metabdlica do neurdnio o
Simultaneamente ao processo de degeneragao distal apdés a axoniotomia,
inicia-se um processo de regeneragao neural a partir do segmento proximal
que muitas vezes logra sucesso.

Ainda no século XIX o potencial de regeneracdo do tronco
simpatico foi demonstrado por Langley, que seccionou o tronco simpatico
cervical num estudo experimental em gatos ® Quase cem anos depois,
McLachlan constatou a quase completa reinervacdo apods trés meses de
ressecgdo do tronco simpatico cervical em cobaias, abaixo do géanglio
cervical superior ®°. Nessa mesma época, Purves foi ainda mais especifico
ao utilizar métodos eletrofisiolégicos e demonstrar a regeneragao das fibras

simpaticas pré-ganglionares *°.

2.5.1 Degeneracéo Walleriana

A divisdo de um axbénio em dois segmentos, um proximal, em
continuidade com o pericario e um distal, separado da célula nervosa, cria
um espaco intersegmentar de dimensdes variaveis e promove uma reagao
inflamatdria local, reparadora, como nos demais tecidos lesados. Ha um

extravasamento do axoplasma e do plasma sanguineo, que leva a formagao



42

de uma matriz entre os dois segmentos do nervo lesado, composta por
fibrina e fibronectina. Também migram para o local macréfagos vindos da
corrente sanguinea, fibroblastos, células endoteliais e células de Schwann >*
%A primeira alteragdo morfolégica a acontecer nos segmentos proximal e
distal € a retracao da mielina até os ndédulos de Ranvier, constriccdes na
bainha de mielina que permite o salto do impulso nervoso durante a
despolarizagdo do axbnio, processo que se espalha distalmente com a
fragmentagdo da mielina e do cilindro do axdnio (Figura 9) *. Os produtos
dessa fragmentagéo sao fagocitados tanto pelas células de Schwann quanto
pelos macrofagos. A invasao dos macréfagos no coto distal contribui para a
regeneragao, pois removem substancias inibitérias associadas com a mielina
e indiretamente liberam fatores (mitégenos para células de Schwann e
fibroblastos, além de citocinas) que estimulam o reparo celular """ 2. As
células de Schwann multiplicam-se, atingindo até dez vezes a populagao
original, formando um corddo, ou bandas de Bulngner, dentro da lamina
basal °. Elas mudam o seu fenétipo de mielinica para amielinica, por meio
de mecanismos de regulagdo de varias proteinas, como fatores de
transcricdo, fatores neurotréficos, moléculas de adesdo e componentes de
membrana basal, incluindo laminina, fibronectina, varios proteoglicanos e

colageno ™.

2.5.2 Efeito Retrogrado da Lesao Axonal
A neurotomia provoca uma retragao do coto proximal do axdnio por

uma pequena distancia, adquirindo uma configuragao espiralada. Ha uma
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fragmentacao da bainha do internddulo proximo a lesdo e uma diminuigao do
diametro do axénio. As alteracbes metabdlicas estdo relacionadas com a
diminuicdo de componentes do citoesqueleto provenientes do pericario.
Geralmente é ativado um mecanismo de transporte retrogrado, do coto
proximal em direcdo ao corpo celular, que causa um aumento no
metabolismo da célula nervosa. Inicia-se entdo um fenbmeno chamado de
cromatdlise, caracterizado pela dissociacdo da substancia de Nissl, ou
corpos tigroides, e a desintegracdo de grandes por¢des do reticulo
endoplasmatico rugoso, seguida da dispersédo dos ribossomos no citoplasma
do pericario. Observa-se ainda um aumento do volume e deslocamento do
nucleo para a periferia do pericario (Figura 9) %3¢ 7°,

O coto proximal dilata-se pelo acumulo de estruturas como o
reticulo endoplasmatico liso, mitocéndrias e microtubulos, formando o cone
de crescimento, originando junto ao nédulo de Ranvier mais proximo do local
da lesao, no espaco deixado pela retracdo parcial das células de Schwann,
um grande numero de finos prolongamentos chamados de brotamentos ou

neuritos. Também ha aumento na sintese protéica superior a 100 vezes a

producdo normal 3% 3676,

2.5.3 Processo de Regeneragao

O processo de regeneragao inicia-se poucas horas apés o trauma;
os prolongamentos dos axénios em regeneragao sao produzidos no nédulo
de Ranvier, o qual possui um axolema com revestimento eletrodenso que

desaparece, dando lugar a protrusdo da membrana plasmatica. Esse
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brotamento de axénio geralmente contem vesiculas de diferentes tamanhos
e conforme evolui para um cone de crescimento, o numero de vesiculas

aumenta '°.

Ganglio
medula simpatico Dermatomo

Ramo Ramo
branco . | cinzento

Nédulo de
Ranvier

Nucleo
periférico Degeneragao
Degeneracéo
proximal

Figura 9 — Desenho mostrando (A) sec¢do dos ramos comunicantes pré e
pos-ganglionares e (B) degeneragao Walleriana proximal e distal

a seccao do axonio.
Multiplos brotos s&o produzidos no ndédulo, que estendem-se por
seus préprios tuneis de lamina basal no segmento proximal, atravessam o
estreito caminho de tecido conectivo entre o coto proximal e distal, através
das necessarias bandas de Bungner, e finalmente entram no segmento

distal. Todos os brotos estendem-se através do espaco entre a lamina basal

e a membrana plasmatica da célula de Schwann ou da bainha de mielina no
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coto proximal (Figura 10). A bainha de mielina que permanece como um
tunel vazio apds os axdnios terem se degenerado ndo serve como conduto
para o crescimento dos axdnios em regeneragao, pois ela repele a adeséo
dos axénios. Eles entdo se aderem a superficie interna da lamina basal ou
na membrana plasmatica da célula de Schwann > ™,

Se algum axdénio em regeneragao contornar as bandas de Blngner
e penetrar no compartimento de tecido conectivo, ele interrompera o
crescimento apoés percorrer poucos milimetros. Portanto a coluna de células
de Schwann desempenha um papel relevante para propiciar um ambiente
favoravel ao crescimento axonal, além de manter sua capacidade de
remielinizar os axénios na fase recente da cicatrizagao. Além disso, existe a
acao estimulatéria de moléculas localizadas na matriz extracelular,
moléculas como o fator de crescimento do nervo (NGF), a molécula de
adesao celular (N-CAM), N-caderina e as integrinas X1B1 e X6B1, que
possuem forte influéncia sobre o crescimento e orientagcdo dos axdnios,
tanto na sua fase de formagdo como na regenerativa >> "

A adequada recuperacdo da funcdo neural depende da correta
conexao com os orgaos alvo. Nos casos de interrupgéo do axdnio, os varios
brotamentos originados no coto proximal podem se conectar em tubos
inapropriados do coto distal e, portanto, atingir alvos inapropriados. A
acuracia da regeneragao dependera entdo da proximidade dos cotos, do
tempo de lesdo, dos mecanismos de orientagdo e da regido do corpo

inervada 7" 8.
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Existem evidéncias de que o sistema nervoso autbnomo apresenta

boa recuperacao da funcédo apds a reconexdo de axbénios pré-ganglionares

com nervos pés-ganglionares depois de uma axoniotomia #* 68 979,
A
Ganglio
medula simpatico Dermatomo
Ramo Ramo

branco RV cinzento

Cone de

crescimento

Bandas de
Biingner

Figura 10 — Representagdo esquematica do processo de regeneragao
neural. A) formacdo dos prolongamentos de axdénio do coto
proximal e do cone de crescimento e B) formag¢ao da banda de
BlUngner que direciona os prolongamentos até o 6rgéo alvo.

A capacidade de reconstituicdo neural apds a resseccao simpatica
demonstrada experimentalmente ° pode justificar a alta taxa de recidiva da
hiperidrose primaria pds ramicotomia, uma vez que nela a lesdo axonal

provocada e a distancia entre os cotos sdao menores que numa

simpatectomia convencional, o que pode favorecer a regeneracgao.
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OBJETIVO
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os ramos comunicantes do terceiro ganglio simpatico, apos

simpaticotomia seletiva experimental em suinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Criar um modelo experimental em suinos que possibilite
reproduzir os procedimentos cirurgicos utilizados no humano, bem como a
avaliacao histologica do tronco simpatico.

b) Identificar a presenga macroscépica de regeneragédo dos ramos
comunicantes ap6s 15, 45, 90, 135 e 180 dias de pds-operatorio;

c) Definir a temporalidade dos eventos histolégicos presentes nos
ramos comunicantes apos a ramicotomia;

d) Avaliar os aspectos qualitativos e quantitativos dos indicadores

de cicatrizagao e regeneragao presentes nos ramos comunicantes.



Estudo da regeneragdo simpadtica pos simpaticotomia seletiva experimental (ramicotomia) 49

MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cirurgia
Experimental do Centro de Educacgao e Tecnologia em Ciéncias da Saude —
UNICETREX em Brasilia/DF, com a colaboragao do médico Dr. Elias Couto
Almeida Filho e do veterinario Dr. José Belarmino Gama Filho, e a anadlise
histolégica no Laboratério de Imunopatologia do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo com a colaboracéo

da patologista Dra. Vera Luiza Capelozzi.

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 28 suinos machos, de raga mista (Large White x
Landrace), com idade média de 52 dias (variando de 45 a 60 dias por
ocasiao do procedimento cirurgico) e com peso médio de 17,9 kg (14 a 25
kg) provenientes do criadouro da fazenda do Centro de Educacéo e

Tecnologia em Ciéncias da Saude no Brasilia/DF.

4.2 BEM ESTAR ANIMAL

Todos os animais foram mantidos em recinto provido de agua e
racao balanceada fornecida por bebedouro e comedouro automaticos, piso
impermeavel e lavavel, bem como ambiente com ventilacdo adequada para

evitar estresse térmico.
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Os animais receberam antibioticoprofilaxia, iniciada durante a
inducdo anestésica, com 1ml/dia de enrofloxacina a 5% administrado por via
intramuscular durante 3 dias e analgesia pods-operatéria com injecao

intramuscular de 25 mg de diclofenaco de sodio de 12/12 h por 3 dias.

4.3 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS E RANDOMIZACAO

Todos os animais (n=28) foram submetidos ao procedimento
padrdo de simpaticotomia seletiva bilateral por videotoracoscopia
(totalizando 56 ramicotomias), conforme descrito no item 4.5. Optou-se por
definir o periodo dos sacrificios com 15 dias de pds-operatério, tempo
suficiente para estudar as alteragdes inflamatérias inicias e a degeneragao
Walleriana, e a cada 45 dias de poés-operatorio (DPO) até o sexto més,
periodo suficiente para estabilizar o processo cicatricial.

A randomizagdo seguiu o processo de sorteio simples com
numeros aleatérios atribuidos para cada animal logo apds a cirurgia,
determinando sua alocagdo em um dos cinco grupos assim dispostos:

Grupo | (n=4) — animais sacrificados com 15 DPO;

Grupo Il (n=6) — animais sacrificados com 45 DPO;

Grupo llI(n=6) — animais sacrificados com 90 DPO;

Grupo IV(n=6) — animais sacrificados com 135 DPO;

Grupo V (n=6) — animais sacrificados com 180 DPO.

Em dois espécimes de cada grupo, escolhidos randomicamente,

também foram ressecados um segundo ganglio, intacto, ndo operado,
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localizados dois espagos costais abaixo do espago operado, para compor o
grupo controle histolégico integro (Grupo 0 com n=10). O mecanismo de
criacdo do grupo 0 permitiu homogeneizar os animais controles, ja que eles
sofrem alteragbes constitucionais ao longo do tempo, aumento do tamanho,
massa muscular e gordura, além de evitar gastos desnecessarios com a

confecgao de laminas histolégicas em excesso.

4.4 ANESTESIA E REGIME VENTILATORIO

Os animais foram submetidos a anestesia geral venosa padréao,
executadas por um médico veterinario, com indugao através de infusdo em
bolus de 3 ml/kg de solugdo a 10% de xilazina, quetamina e diazepam. Em
seguida procedeu-se a entubagao orotraqueal com tubo simples numero 6,5
(Rusch), que apos a fixagcéo foi conectado a um ventilador Takaoka ciclado
com 10ml/kg de volume corrente, a 12 irpm de frequéncia respiratoria e
abastecido por uma capsula de oxigénio a 100%. O animal foi mantido com
hidratagdo venosa com infusdo de 3 ml/kg/h de solugao fisiolégica a 0,9% e
em anestesia geral com infusdo em bolus de 0,1 mg/kg de brometo de
pancurénio e 5 mcg/kg de citrato de fentanila, repetidos a cada 30 minutos

ou quando necessario.
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4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram submetidos a videotoracoscopia bilateral,
inicialmente pela esquerda, em decubito lateral direito, com a utilizacdo de
trés portais. O primeiro trocater de 10 mm ¢é posicionado no 4° espaco
intercostal, na linha axilar anterior, para introdu¢cdo da Optica de 30° e
realizagdo do pneumotoérax (com auxilio de insuflador de CO; calibrado com
pressdo maxima de 5 cm de H,O e fluxo maximo de 4 I/min). Um segundo
trocater de 5mm posicionado no 3° espaco intercostal, na linha médio-axilar,
para introdugao de pinga Maryland ou Hook e um terceiro trocater de 10 mm
no 4° espago intercostal na linha axilar posterior e introdugdo da tesoura
endoscopica.

Apos a instalagdo do pneumotdrax, o tronco simpatico sobre a 3% e
42 costelas foi identificado e, com o auxilio da pinca e tesoura, efetuou-se a
abertura e elevacao da pleura parietal com completa exposi¢cdo da cadeia
simpatica no 3° espago intercostal. Em seguida elevou-se o nervo com um
Hook exatamente acima das costelas e com a tesoura procedeu-se a sec¢ao
de todas as estruturas que estavam conectadas ao tronco no referido
segmento, o que permitiu a secgao de todos os ramos comunicantes para o
ganglio (Figura 11 e 12). Um marcador metalico foi posicionado no musculo
intercostal distando + 5 cm lateralmente ao ganglio dissecado para facilitar a
identificacdo do segmento correto a ser ressecado para analise histologica
durante a eutanasia °® ®® 8%, Nos casos em que houve acidente com lesdo

vascular, os sangramentos foram controlados apenas por compressao
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através de um pinca, para evitar qualquer lesdo neural por queimadura

elétrica indesejada.

Ramos
comunicantes

Tronco
simpatico

Figura 11 — Foto mostrando o tronco simpatico elevado por um Hook e
expondo os ramos comunicantes.

O pneumotdrax foi desfeito através da introducdo de sonda tipo
nelaton 12F pelo trocater de 5mm sob selo d’agua seguido de manobras de
Valsalva executadas pelo anestesista. As incisdbes foram suturadas por

planos com fio de nylon 3-0 e fechadas com curativo oclusivo.
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-

Tesoura

Figura 12 — Foto mostrando a sec¢do dos ramos comunicantes com tesoura
endoscopica posteriormente a cadeia simpatica.

4.6 EXTRACAO DO SEGMENTO DA CADEIA SIMPATICA

Os animais foram sacrificados com inje¢ao intravenosa em bo/us de
20 ml de tiopental sédico a 5% e 50 ml de KCl a 15% e submetidos a toraco-
laparotomia mediana manubrio-pubica. Nesse momento foram identificados
os segmentos do tronco simpatico operados, através de aderéncias pleurais

e da presenga do clipe metalico (Figura 13).
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Tronco
simpatico

Figura 13 — Foto mostrando aderéncias pleuro-pulmonares cicatriciais em
local do procedimento cirurgico.

A extracdo do bloco contendo pleura, tronco simpatico, musculos
intercostais, costelas e corpos vertebrais foi realizada com auxilio de uma
serra elétrica, com margem minima de 5 cm lateral, medial, cefalica e caudal
ao segmento do tronco simpatico operado (Figura 14). Os blocos foram
novamente dissecados, com auxilio de uma lupa, retirando-se os excessos
de tecidos adjacentes a cadeia simpatica, ossos, musculos e gorduras,
respeitando-se os limites laterais e profundos de no minimo 5 mm. Foram
utilizados como limites longitudinais a borda superior da 3° costela e a borda

inferior da 42 costela. Durante a dissecacdo do tronco simpatico foi avaliada
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a presenga de regeneracdo macroscopica, através da identificagcdo de
estruturas adjacentes ao ganglio, similares aos ramos comunicantes,
(Figura 15). Apods sua extracdo, o material foi fixado em formol a 10% por 8

horas, em seguida acondicionado em alcool a 70% e enviado ao laboratorio

de anatomia patoldgica.

Figura 14 — Foto mostrando o bloco extraido com serra elétrica com
margens de seguranga.
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Figura 15 — Foto mostrando a identificagcdo da regeneracdo macroscoépica
dos ramos comunicantes.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA

Apoés a extracao e o acondicionamento, o material foi encaminhado
ao laboratério de imunopatologia do Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo para processamento.
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4.7.1 Variaveis Histologicas Estudadas

4.7.1.1 Grau de Inflamacgao

Para avaliar as alteragbes morfolégicas que ocorrem nos estagios
iniciais do processo degenerativo, optou-se pela avaliagdo do grau de
inflamacgéao junto aos ramos comunicantes. A classificagdo do processo
inflamatério foi através de analise subjetiva e semi-quantitativa das laminas
coradas com HE, possibilitando estudar tanto as alteracbes precoces da
degeneragao Walleriana, quanto o tempo de estabilizacdo do processo de

cicatrizagao e/ou regeneragao.

4.7.1.2 Bainha de Mielina
Identificada através da coloracdo de Weil, permite separar os
ramos comunicantes em ramos pré-ganglionares, brancos, ricos em mielina

e ramos pos-ganglionares, cinzentos, pobres em mielina.

4.7.1.3 Células de Schwann

Quantificadas com ajuda de reagbes imuno-histoquimicas
utilizando-se o anticorpo S-100. Identificar as células de Schwann é
importante pois elas estdo presentes tanto na degeneragdo quanto na

regeneracao Walleriana.
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4.7.1.4 Fibras de Colageno

A deposicdo de fibras de colageno deve estar diretamente
relacionada a falta de regeneragdo, ou pelo menos a dificuldade do ramo
regenerado em desempenhar sua funcdo. As fibras grossas e finas de
colageno sao as principais responsaveis pela fibrose na cicatrizagcdo e
podem ser identificadas através do reconhecimento das frequéncias de luz
correspondentes as fibras birrefringentes, quando analisadas sob luz
polarizada. A quantificagdo das fibras de colagenos grossas e finas permite

avaliar a porcentagem de area do nervo substituida por tecido fibrético.

4.7.1.5 Fibras Reticulares

As fibras reticulares, compostas por colageno tipo Ill e de 6 a 12%
de acgucares, constituem parte importante do envoltério conjuntivo do
endoneuro. Sua manutencéo ou restauragao, apos a secgao do nervo, deve
estar relacionada diretamente a regeneragdo dos ramos comunicantes. A
quantificacdo das fibras reticulares é feita através de coloracao especifica de
reticulina de Gomori e permite avaliar o grau de restauragéo da arquitetura e

regeneragéo neural.

4.7.2 Fixagao e Inclusao

Apds a coleta do material, os fragmentos de tecido contendo o
segmento do tronco simpatico, com tamanho maximo de 2 cm, dissecados
conforme explicado no item 4.6, foram introduzidos em frascos contendo

solucao fixadora de aldeido formico a 10% que permitiam uma proporcao de
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1:10 a 1:20 entre o tamanho do tecido e o volume de solucdo. Apos 6 a 8
horas, periodo no qual se obteve uma fixacdo adequada, o aldeido férmico
foi substituido por alcool a 70% e o material foi encaminhado para o
laboratério de histologia.

No laboratério o material foi desidratado através de banhos em
solugdo alcodlica em concentragdes crescentes (70% a 100%) e diafanizado
substituindo o agente desidratante por xilol. O material foi entdo submetido a
banhos em parafina a 65° C para impregnagao e conservagio das estruturas
celulares. Os fragmentos foram incluidos verticalmente dentro de moldes em
L (quadro de Leuckhart) preenchidos com parafina aquecida, afim de permitir
o correto posicionamento do material dentro dos blocos de parafina,

permitindo os cortes transversais do tronco simpatico.

4.7.3 Confecgao das Laminas e Padronizagao dos Cortes

Os blocos foram submetidos a cortes histologicos de 4 ym de
espessura mediantes a utilizacdo de um micrétomo de parafina (LEICA RM
2145). Os cortes obtidos foram montados sobre laminas de microscopia e
estendidos em banho com &gua e gelatina aquecidos a 58° C.
Posteriormente as laminas permaneceram em estufa aquecida a 37° C por
duas horas, em seguida foi realizado uma coloragdo rapida com
hematoxilina e eosina (HE). A coloragdo com HE é um método rapido, barato
e que permite uma boa identificagdo do tronco simpatico, ganglio e ramos
comunicantes, por isso foi utilizada na identificacdo dessas estruturas. Em

seguida, optou-se por fatiar toda a extensao do ganglio simpatico para definir
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se todos os ramos comunicantes do 3° ganglio foram seccionados e se eles
tinham ou ndo sinais de regeneracgao neural. Antes de cortar todo o ganglio,
analisou-se a primeira lamina de cada bloco e quando nao foi possivel
identificar o ganglio simpatico, procedeu-se a sequéncias de cortes de 4 um
de espessura a cada 200 ym de profundidade até encontra-los. Dessa
forma, quando o ganglio foi encontrado, mas nao foi identificado os ramos
comunicantes, procedeu-se novamente a sequéncias de cortes de 4 ym de
espessura a cada 50 ym de profundidade até encontra-los, dessa vez foi
utilizado uma profundidade menor para maior precisdo na identificacao dos
ramos.

No momento em que foi definido o nivel adequado de corte, com
identificacdo do ganglio e seus ramos comunicantes, para cada bloco de
parafina, foi estipulado 5 niveis de corte cortes para a obtencao de 8 laminas
em cada nivel, distando 30 um do final de cada nivel até o inicio de outro.
Dessa forma todo comprimento do ganglio foi consumido por uma série de
cortes finos, garantindo a visualizagdo de todas as estruturas a ele
conectadas.

As primeiras laminas de cada nivel foram coradas com HE e
analisadas ao microscopio O6ptico, definido-se assim qual seria a melhor
sequéncia de cortes para realizacdo das outras coloracdes especificas e da

imuno-histoquimica.
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4.7.4 Técnicas de Coloracdo Empregadas

Antes da realizacdo das coloragdes histoquimicas, todas as
laminas foram submetidas a desparafinizacdo com banhos em xilol, solugcéo
alcodlica em concentragdes decrescentes de 100% a 70% e agua corrente

por cinco minutos.

4.7.4.1 Hematoxilina e eosina (HE)

A hematoxilina de Harris foi preparada dissolvendo-se cinco
gramas de hematoxilina em 50 ml de alcool absoluto e adicionando-se uma
solugdo de 100 g de sulfato de aluminio e potassio e 1000 ml de agua
destilada morna. Acrescenta-se 2,5 g de 6xido de mercurio deixando-a ferver
em um baldo volumétrico durante cinco minutos, a solucédo foi esfriada a
temperatura ambiente e filtrada em papel de filtro.

A Eosina foi preparada com a mistura de duas solugdes, uma com
2,5 g de eosina e 200 ml de alcool absoluto e a outra com 750 ml de alcool a
80% e 5 ml de acido acético.

A coloracao dos cortes histologicos com HE seguiu as seguintes
etapas:

1. Desparafinizagao;

2. Lavagem em agua corrente por 5 min;
3. Coloragao com hematoxilina por 2 min;
4. Lavagem em agua corrente por 10 min;
5. Coloragado com eosina por 1 min;

6. Lavagem em acido acético a 1% por 1 min;
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7. Desidratagao em alcool e xilol;
8. Montagem da laminula com balsamo do Canada.

A coloracdo com HE permitiu a visualizacdo das diferentes
estruturas histoldgicas; nucleos celulares em azul-escuro e citoplasma em
réseo-avermelhado. Foi utilizada para a padronizagdo dos cortes seriados
descritos anteriormente, bem como para analise semi-quantitativa do

infiltrado inflamatdrio perineural.

4.7.4.2 Picrossirius
Para a identificagcdo das fibras de colageno, grossas e finas, foi
utilizada a coloragao de picrossirius, que na sua composicao apresenta duas
solugdes: uma formada por 0,1 g de sirius red com acido picrico saturado em
100 ml de agua destilada e a outra formada por solugédo de hematoxilina de
Carazzi, que consiste de 0,5 g de hematoxilina diluida em 400 ml de agua
destilada e 0,25 g de sulfato de aluminio e potassio com 1 g de iodato de
potassio em 100 ml de glicerina.
As coloragbes dos tecidos seguiram os seguintes passos:
1. Desparafinizagao;
2. Hidratacio dos cortes em alcool de concentragdes decrescente de
100% a 70% e agua destilada;
3. Coloragao com solugao de sirius red por 1 h;
4. Lavagem em agua corrente por 5 min e agua destilada;
5. Coloragédo com Hematoxilina de Carazzi por 5 min;

6. Lavagem em agua corrente por 5 min e agua destilada;
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7. Desidratagao em alcool e xilol;
8. Montagem da laminula com balsamo do Canada.
Os cortes histologicos foram analisados no microscopio sob luz

polarizada, identificando-se as fibras de coldgeno em tons de vermelho,

amarelo e verde, conforme demonstrado na figura 16.

Figura 16 — Fotos mostrando cortes corados com a coloragéo de picrossirius
evidenciando as fibras de colageno sob luz polarizada.

4.7.4.3 Reticulina de Gomori
As fibras reticulares dos feixes nervosos foram marcadas mediante

a coloragdo de Gomori, que foi preparada com 25 ml de nitrato de prata

O]

10% e 7 ml de hidréxido de potassio a 10%, ao precipitado formado é
adicionado amoniaco puro gota a gota até dissolver, entdo acrescenta-se o
dobro de agua destilada.

A coloragao dos tecidos seguiu a sequéncia:

1. Desparafinizagao;
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Hidratacdo os cortes em alcool de concentracbes decrescente de
100% a 70% e agua destilada;

Banho em permanganato de potassio a 1% por 2 min;

Banho em metabissulfito de potassio a 2% por 1 min;

Lavagem em agua corrente por 2 min;

Banho em sulfato de amoénio ferro a 2% por 1 min;

Lavagem em agua corrente e agua destilada;

Banho em nitrato de prata por 4 min;

Lavagem em agua destilada por 30 seg;

10.Banho em formalina a 20% por 3 min;

11.Lavagem em agua corrente por 3 min e agua destilada;

12.Banho em cloreto de ouro a 0,1% por 5 min

13.Enxague em agua destilada por 3 vezes;

14.Banho em metabissulfito de potassio a 2% por 1 min;

15.Banho em tiossulfito de sédio a 2% por 1 min;

16.Lavagem em agua corrente por 2 min;

17.Desidratacdo em alcool e xilol;

18.Montagem da laminula com balsamo do Canada.

Os cortes histolégicos foram analisados no microscopio sob luz

polarizada, identificando-se as fibras reticulares em tons de cinza-escuro

conforme demonstra a figura 17.
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Figura 17 — Fotos mostrando ramos nervosos corados em tons cinza-escuro
com a coloracéao de reticulina de Gomori.

4.7.4.4 Well
Para identificacdo das bainhas de mielina foi utilizada a coloracao
de Weil que é constituida por uma solugédo com hematoxilina a 5% dissolvida

em 5 ml de alcool a 95% e 45 ml de alumen de ferro amoniacal a 4%.
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A coloragao mediante esta técnica seguiu os seguintes passos:

1. Desparafinizagao;

2. Hidratacéo dos cortes em alcool de concentragbes decrescente de
100% a 70% e agua destilada;

3. Banho em solu¢do de hematoxilina-alumen férrico amoniacal a 4%
por 30 min;

4. Lavagem em agua corrente por 5 min;

5. Diferenciacao das laminas, controlando ao microscépico, até que o
fundo fique em tom cinza azulado e as fibras de mielina estejam
nitidas;

6. Lavar as laminas em agua corrente por 5 min;

7. Término da diferenciacdo com borato de sédio a 5% durante
alguns segundos;

8. Lavagem em agua corrente e agua destilada;

9. Desidratacdo em alcool e xilol;

10.Montagem da laminula com balsamo do Canada.

Os cortes histologicos permitiram a diferenciagdo entre os ramos
comunicantes ricos em mielina, pré-ganglionares, que se apresentaram em
tons cinza-escuro e 0os ramos pobres em mielina, pds-ganglionares, que se

apresentaram em tons cinza-claro, conforme demonstrado na figura 18.
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Figura 18 — Fotos mostrando cortes corados pela coloracdo de Weil
evidenciando os ramos brancos, ricos em mielina, corados
em tons escuros e cinzentos, pobres em mielina, corados em
tons claros.

4.7.5 Procedimentos de Imuno-histoquimica

A marcagao imuno-histoquimica permitiu identificar as células de
Schwann nos diferentes feixes nervosos. A coloragao castanha evidenciou a
expressao do antigeno S-100 nas células de Schwann, destacando-as dos

outros grupos celulares.
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4.7.5.1 Técnica de Silanizacao

Antes da realizagdo dos cortes, as laminas foram mergulhadas
em uma cuba com alcool, duas cubas consecutivas com acetona e
depois em mais duas cubas consecutivas com silane (SIGMA A3648),
permanecendo por cinco minutos em cada cuba. O processo de
silanizagao terminou com mais quatro banhos, sendo dois em cubas com

acetona e outros dois em agua destilada.

4.7.5.2 Técnica de Imuno-histoquimica padrao

Os cortes histolégicos de 4 um de espessura selecionados,
conforme explicado no item 4.7.2, para imuno-histoquimica foram montados
em laminas silanizadas, sem a realizacdo de coloracdo. As laminas foram
entdo submetidas a técnica de imuno-histoquimica padrdo, conforme o
seguinte protocolo: primeiramente estas foram desparafinizadas em banho
de 20 minutos em xilol aquecido a 95° C, seguido de trés banhos de xilol a
temperatura ambiente. Em seguida, o tecido foi hidratado submergindo-se as
laminas em alcool absoluto, alcool 95% e alcool 70%, respectivamente,
procedeu-se entdo a lavagem em agua corrente e em agua destilada e
deionizada. O préximo passo foi a recuperagao antigénica, realizada em
panela a vapor, na qual foi colocado o ber¢co com as Iaminas em cuba com
solucao de citrato 10 mM, pH 6,0 a 95-100° C. Apds 35 minutos, a cuba com
as laminas foi retirada e permaneceu mais 20 minutos em temperatura
ambiente para esfriar. Entdo, realizou-se a lavagem em tampao fosfato de

sédio 0,05 mM, pH 7,2-7,4 (PBS) por trés vezes, trés minutos cada. Na
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sequéncia, procedeu-se ao bloqueio das peroxidases enddgenas, lavando-
se as laminas em peréxido de hidrogénio 10 V (3%), sete vezes por cinco
minutos. Entdo, as laminas foram lavadas trés vezes em agua corrente, trés
vezes em agua destilada e mais trés vezes em PBS, cada lavagem durando
trés minutos. O préximo passo foi o bloqueio de sitios inespecificos,
colocando-se as laminas em leite desnatado 2% diluido em PBS por 20
minutos em temperatura ambiente. As ladminas foram, em seguida,

escorridas e secas ao redor do corte.

4.7.5.3 Marcagéao do antigeno S-100

O anticorpo primario S-100 clone Z0311 (Dako A/S, Copenhagen,
Denmark) diluido 1:200, foi utilizado para identificagdo das células de
Schwann, este anticorpo foi pingado em uma lamina pré-processada. A
diluicao foi feita em soro albumina bovina (BSA 0.5%, Sigma Diagnostics, St.
Louis, USA). As laminas foram cobertas com 100 uL dessa solugéo e
permaneceram incubadas em camara umida em geladeira durante 18 horas.
Apds este periodo de incubacdo, as laminas foram lavadas em PBS trés

vezes por trés minutos, secadas e montadas.

4.7.6 Determinacao das marcagdes imuno-histoquimicas

Para quantificar a marcagdo de expressdao do antigeno S-100
depois da imuno-histoquimica, foi usada a técnica do pomit-counting, que
utiliza um reticulo contendo 100 pontos e cinquenta retas, segundo proposto

em 1988 por Gundersen e colaboradores 8'. Ao aumento de 400X, foram
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examinados 0s campos microscopicos coincidentes aos ramos
comunicantes brancos e cinzentos determinados previamente pela coloracao
de Weil na mesma série de cortes histolégicos, cobrindo toda a area dos
ramos nas referidas laminas.

Areas do tronco simpatico que ndo correspondiam aos ramos
comunicantes foram cuidadosamente evitadas durante as medicdes.

Tendo em vista os diferentes didmetros dos ramos nervosos nas
bidépsias estudadas, s6 foram considerados os pontos que incidiam dentro da
area solida do ramo nervoso. Os valores foram expressos em porcentagem
de pontos positivos do total de pontos em éarea soélida do nervo, segundo
com a formula:

Ps-100 = (Pis-100 X 100)/Prervo

Ps-100 reflete a densidade das células de Schwann presentes nos
ramos comunicantes, Pi € o numero de pontos que incidem sobre a
positividade do marcador imuno-histoquimico e Pneno € 0 total de pontos que
incidem sobre area solida do nervo. A Ps.190 de cada caso foi calculada a
partir da soma dos resultados Pi € Ppeno de todos os campos analisados
para cada lamina, que corresponde a um lado do tronco simpatico operado
em cada animal ®.

4.7.7 Analise do Sistema Colageno e Fibras Reticulares
A técnica do Picrossirius permite a quantificacdo das fibras de

colageno, caracterizando-as grosseiramente em fibras grossas (vermelhas,
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amarelas ou alaranjadas) e finas (verdes), segundo a tonalidade de
birrefringéncia quando analisadas sob luz polarizada.

Para a analise dos casos corados com Picrossirius foi utilizado um
analisador de imagem acoplado a um microscopio éptico equipado com um
polarizador de luz. O sistema utilizado consiste de uma camera Olympus
acoplada a um microscopio Olympus (Clemex Technologies Inc. Longueuil,
Canada) e um computador Pentium-Ill 3.0 Ghz equipado com um “soffware’
Image ProPlus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). As imagens
produzidas pelo microscopio foram capturadas e processadas digitalmente
pelo “software’ e visualizadas no monitor. Foram selecionados os campos de
interesse e visualizados sob um aumento de 200 vezes. O brilho, o contraste
e a luminosidade da imagem foram ajustados de modo que, sob a luz
polarizada, as fibras de colageno sao facilmente identificadas como
birrefringentes, independentemente de sua cor. Os mesmos valores de
luminosidade, brilho e contraste foram utilizados para todas as medidas.

Com o auxilio do soffware, a area total em microbmetros quadrados
de colageno na amostra foi medida, através do reconhecimento das
frequéncias de luz correspondentes as fibras birrefringentes. O mesmo
padrao de frequéncias foi utilizado para todas as medidas, evitando-se assim
qualquer viés de medida de area de colageno por campo. Artérias e veias
foram cuidadosamente evitadas durante as medidas. Na mesma amostra, foi
medido também o total de area sélida do nervo, correspondente ao tecido

dos ramos comunicantes presentes. Apds serem feitas essas medidas foi
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obtida a razdo da area de colageno em relagéo a area de tecido sélido do
nervo daquele campo.

Para a analise dos casos corados com a Reticulina de Gomori foi
utiizado o mesmo equipamento, sendo que a luminosidade, brilho e
contraste da imagem foram ajustados de modo que as fibras reticulares
foram facilmente reconhecidas como espectros de violeta. Os mesmos
valores de luminosidade, brilho e contraste foram utilizados para todas as
medidas.

Da mesma forma que o colageno, a area total de fibras reticulares
foi medida pelo reconhecimento das frequéncias luminosas correspondentes
as fibras violeta da amostra. O mesmo padrao de frequéncia foi utilizado em
todas as medidas, para que nao existam variacdes entre elas. Foi medida
também a area total de tecido sélido do nervo da mesma amostra, obtendo-
se assim uma razao da area de fibras reticulares em funcédo da area dos

ramos comunicantes do nervo simpatico.

4.7.8 Classificacao do Infiltrado Inflamatério

As laminas coradas com HE escolhidas na selegcao dos niveis
adequados para a realizagdo dos cortes ganglionares seriados, também
foram utilizadas para a analise semi-quantitativa do infiltrado inflamatdrio.
Dois pesquisadores analisaram independentemente todas as laminas sem
ter conhecimento do procedimento cirurgico ou do grupo que cada corte
histolégico representava e classificaram em: (i) auséncia de reacéo

inflamatéria; (i) leve infiltrado inflamatdrio; (iii) moderado infiltrado
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inflamatério e (iv) infiltrado inflamatério severo, conforme demonstra a figura

19. Os cortes histolégicos com notas discordantes foram avaliadas por um

terceiro pesquisador que definiu a classificagdo de cada caso.
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Figura 19 — Fotos de cortes corados com HE mostrando: A) Auséncia de
reacdo inflamatéria; B) Leve infiltrado inflamatdrio; C)
Moderado infiltrado inflamatério; E) Infiltrado inflamatdrio
severo.
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4.8 Analise Estatistica

O presente estudo é classificado metodologicamente como estudo
analitico experimental do tipo ensaio clinico randomizado. O método de
randomizacgao, utilizado para alocagdo dos animais nos cinco grupos
estudados, foi o sorteio simples realizado imediatamente antes dos
experimentos.

Os dados foram expressos em uma planilha Excel (Microsoft for
Mac 2004, versao 11.4.1) em média + desvio padrdo (DP), para todas as
variaveis numeéricas continuas. Em seguida foram aplicados os testes
estatisticos utilizando o programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences, verséo 16.0.1 for Windows).

Primeiramente foram aplicados os testes de normalidade,
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-wilk, para definir a freqiéncia de distribuicéo
das variaveis. A evidéncia de regeneragdo macroscopica foi classificada
como variavel categorica binaria nominal e o grau de infiltrado inflamatério
como variavel categodrica ordinal. As quantidades de fibras de colageno,
fibras reticulares e celularidade nos ramos comunicantes foram classificadas
como variaveis numericas continuas com distribuicao simétrica.

A comparagéao entre os diversos grupos foi feita através de analise
de variancia com um fator para as variaveis numéricas, complementada com
o teste de Bonferroni, quando as variancias foram homogéneas, e com o
teste de Dunnett’'s T3, quando as variancias ndo foram homogéneas. As

variaveis categoricas foram analisadas pelo teste de qui-quadrado.
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Para comparar os ramos comunicantes brancos e cinzentos dentro
do mesmo grupo e a mesma variavel entre dois grupos foi utilizado o teste t
independente para as variaveis numéricas continuas e o teste de qui-
quadrado para as variaveis categoricas.

O grau de correlagao entre as variaveis com distribuigdo normal foi
avaliado pelo coeficiente de Pearson e para a variavel categérica ordinal
com distribuicdo assimétrica foi utilizado o teste de Spearman.

Na determinagcdo dos valores de p, foi assumida uma distribuicdo
bicaudal, para as variaveis numéricas, e unicaudal para as variaveis
categoricas, por considerar que o efeito da intervengdo sobre a reacgao
inflamatoria e regeneragdo macroscopica, produziria apenas um sentido de
evolugdo sobre essas variaveis. O intervalo de confianga adotado foi de

95%, com nivel de significancia de a=0,05.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

A forma de extragdo dos blocos e dissecagdo dos segmentos do
tronco simpatico, com a utilizagao de lupa optica, permitiu avaliar a presenca
de regeneragdo macroscopica dos ramos comunicantes, comparando o
segmento operado aos segmentos intactos adjacentes. Em cinco animais,
dois no grupo de 15 DPO, dois no grupo de 45 DPO e um no grupo de 135
DPO, nao foi possivel uma avaliagdo macroscopica adequada em um dos
lados operados, devido a fragilidade dos tecidos nos grupos de 15 DPO e 45
DPO e a um grande espessamento pleural no caso do grupo de 135 DPO,
diminuindo o numero total de ramicotomias para esta variavel de 56 para
n=51. A insisténcia nessa poderia lesar os ramos e prejudicar a subsequente
avaliagao microscoépica. Dessa forma optou-se por atribuir-lhes auséncia de
regeneragao macroscoépica. Nao foi pesquisada a presenga independente de
cada ramo comunicante, mas qualquer estrutura, semelhante a eles,
conectando a regido do ganglio aos tecidos inferiormente.

A distribuicdo da frequéncia de regeneragdo macroscépica (Tabela
1) mostrou um discreto aumento ao longo tempo, mas apenas o grupo de
180 dias de pds-operatorio apresentou significancia estatistica.

Apds a intervengao, houve um aumento similar na porcentagem de
area dos ramos comunicantes brancos e cinzentos preenchidas por fibras de
colageno, contudo o aumento foi subito e significativo a partir de 135 dias de
pos-operatorio, quando comparado com o grupo controle, conforme

demonstrado na figura 20.
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Tabela 1 — Distribuicdo da frequéncia de regeneragdo macroscoépica nos
grupos. Valores expressos em numero de casos.

REG. GRUPOS
MACROSCOPICA | 15DPO 45DPO 90DPO 135DPO 180DPO  Total
Sem regeneracao 6 7 8 7 7 35
9 ¥30 (11,8%) (13,7%) (15,7%) (13,7%) (13,7%) (68,6%)
Com regeneracao 0 3 4 4 5 16
9 ¢ (59%) (7,8%) (7,9%) (9,8%)' (31,4%)
Total de 6 10 12 11 12 51

ramicotomias  (11,8%) (19,6%) (23,5%) (21,6%) (23,5%) (100%)

NOTA: O total de ramicotomias examinadas foi o dobro do total de casos (n=28), pois a
cirurgia foi bilateral, menos os casos ndao examinados macroscopicamente (cinco

casos).
p <0,05.
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Figura 20 — Comparagcao entre as fibras de colageno totais nos ramos
comunicantes brancos e cinzentos nos grupos. Valores
expressos em média + EP.
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As fibras de colageno também foram analisadas separadamente
como fibras grossas de colageno e finas, conforme explicado no item 4.7.6.

A figura 21 demonstra que, apds 45 dias da ramicotomia, os ramos
comunicantes brancos possuem uma porcentagem de area neural recoberta
por fibras grossas de colageno significativamente maior do que os ramos
cinzentos. Inversamente, apdos 135 dias de pods-operatério, os ramos

cinzentos apresentam maior numero dessas fibras do que os brancos.

Fibras Grossas de Colageno
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Figura 21 — Comparagao entre as fibras grossas de colageno nos ramos

comunicantes brancos e cinzentos. Valores expressos em
meédia + EP.
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As fibras finas de colageno, inversamente as fibras grossas,
apresentaram maior intensidade de deposicdo nos ramos comunicantes

cinzentos, apdés 15 e 45 dias da ramicotomia, do que nos ramos brancos

(Figura 22).
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Figura 22 — Comparagao entre as fibras finas de colageno nos ramos
comunicantes brancos e cinzentos. Valores expressos em
média + EP.

A figura 23 mostra uma queda importante na quantidade de fibras
reticulares até 45 dias apds a ramicotomia, quando comparado com o grupo
controle, a partir de 90 dias de pds-operatdrio existe uma nova deposicéo
das fibras reticulares, evidenciados pelo preenchimento de maior
porcentagem de area neural, com tendéncia de valores mais elevados para

0S ramos comunicantes brancos.
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Ao comparar as fibras reticulares com o total de fibras de colageno,
tanto nos ramos comunicantes brancos (Figura 24) quanto nos cinzentos
(Figura 25), verificou-se diferenca significativa em todos os grupos (p <
0,01), associado a uma moderada correlagao linear negativa (r =-0,408 e r =
-0,414, respectivamente), demonstrando que uma maior reconstituicdo da
quantidade de fibras reticulares implica em menor deposicdo de fibras de

colageno e consequentemente menor cicatrizagao.
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Figura 23 — Comparacéao entre fibras reticulares nos ramos comunicantes
brancos e cinzentos. Valores expressos em média + EP.
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Figura 24 — Comparagdo entre o total de fibras de colageno e fibras
reticulares nos diversos grupos. Valores expressos em média +

EP.
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Figura 25 — Comparagao entre o total de fibras de colageno e fibras

reticulares nos diversos grupos. Valores expressos em meédia
+ EP
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A figura 26 demonstra que a ramicotomia tem efeitos distintos

sobre o numero de células de Schwann nos ramos comunicantes, com

tendéncias de aumento nos ramos brancos e de redugéo nos cinzentos.

Células de Schwann

25 , * *
19,4 19,6
20 ; T T
181 155 155
& 15] e 13,3
L
o 15,3 $ 142
10 | ¢ 16 12,4 * 9
10,6 ! 10.3
*
5
0
N\ (o) (o) (o) O O
° R R K X X
& & oY > K3 K3
Grupos

O—Ramo Branco

Ramo Cinzento

p < 0,05

Figura 26 — Comparagdo entre as células de Schwann nos ramos
comunicantes brancos e cinzentos. Valores expressos em

média + EP.

A distribuicdo da freqléncia encontrada e a classificagcdo semi-

quantitativa do infiltrado inflamatério estdo expostas na Tabela 2. A reacao

inflamatéria foi intensa no grupo controle de 15 DPO, mas apresentou

diminuicdo progressiva e significativa em todos os grupos estudados (p <

0,01).
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Tabela 2 — Distribuicdo da frequéncia encontrada de reacao inflamatéria
nos diversos grupos, valores expressos em numero de casos.

REACAO GRUPOS
INFLAMATORIA | 15DPO  45DPO 90DPO 135DPO 180DPO  Total
Sem infiltrado 1 5 4 7 10 27
inflamatorio (1,8%) (8,9%) (7,1%) (12,5%) (17,8%) (48,2%)
Infiltrado 0 0 4 4 2 10
inflamatério leve (7,1%) (7,1%) (3,6%) (17,8%)
ilrr:;Iig::g%rio 1 4 3 0 0 8
moderado (1,8%) (7,1%) (5,4%) (14,4%)
nfamatério 6 3 1
SEVEro (10,8%) (5,4%) (1,8%) (1,8%) (19,6%)
Total de 8 12 12 12 12 56

ramicotomias (14,4%) (21,4%) (21,4%) (21,4%) (21,4%) (100%)

NOTA: O total de ramicotomias foi o dobro do numero de casos (n=28) por tratar-se de
cirurgia bilateral.
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A simpaticotomia seletiva, ou ramicotomia, € o procedimento
cirargico menos agressivo utilizado no tratamento da hiperidrose primaria,
pois mantém intactas as vias ao longo da cadeia simpatica e com efetiva
reducdo na freqiiéncia e intensidade do suor reflexo > ?® ?°. Contudo, a alta
taxa de recidiva dos sintomas simpaticos provocou o abandono dessa
técnica. O retorno dos sintomas foi atribuido principalmente a secgao
incompleta dos ramos comunicantes, ou ao desenvolvimento de outras vias
de condugao para o impulso nervoso * © 3033,

Alguns pesquisadores comprovaram a existéncia de restauragao de
tecido do sistema nervoso periférico, tanto motor quanto autébnomo, que
pode ser por cicatrizacdo, substituicdo do tecido nervoso por fibras de
colageno, ou regeneragdo. Também definiram parametros importantes que
favorecem a regeneragdo neural, como a proximidade dos cotos axonais
seccionados e o tempo gasto na reaproximagado destes ap6s a lesdo ¢

O modelo experimental criado tentou reproduzir o procedimento
cirargico adotado em humanos. A definicdo dos periodos de sacrifico para a
analise histolégica permitiu avaliar o aspecto temporal apoés a secgao dos
ramos comunicantes, desde a degeneragdo Walleriana, na avaliagao
precoce do grupo 15 DPO, até a estabilidade do processo regenerativo ou
cicatricial, no grupo 180 DPO 3% 368

O primeiro dado coletado para estudo comparativo entre os grupos

foi a regeneracdo macroscopica dos ramos comunicantes. Essa avaliagéo,
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durante os procedimentos de re-simpatectomia em humanos é descrita de
forma bastante subjetiva, sendo a recidiva dos sintomas atribuida
frequentemente a ressecgdo incompleta, sem a devida comprovagao
histolégica ® °. O unico trabalho encontrado na literatura que associa a
recidiva da hiperidrose apds simpatectomia com a regeneracao histolégica
em humanos foi publicado por Singh em 1998, ele ressecou o segmento
neural seccionado na primeira cirurgia e conseguiu comprovar

histologicamente que o segmento havia se regenerado °°.

No presente
estudo ndo houve regeneragdo macroscoépica no grupo 15DPO, ja no grupo
45 DPO foi encontrada em 30% dos casos (3 regeneragdes em 10
ramicotomias estudadas), com elevacao progressiva ao longo do periodo
estudado até atingir 41,6% (5 regeneragbes em 12 ramicotomias) no grupo
180 DPO (qui-quadrado, p<0,05). O aumento da regeneragdo macroscopica
ocorreu em paralelo com uma diminui¢ao progressiva do grau de inflamacgéao
nesses grupos, sugerindo uma estabilizacdo do processo degenerativo e
regenerativo a partir do grupo 135 DPO. Fawcett, em 1990, através de
microscopia eletrbnica e reacdes de imuno-histoquimica demonstrou que o
processo de regeneragdo neural no pericario e coto proximal € precoce,
podendo iniciar-se poucas horas apods a lesdo. Ja nas proximidades da
seccao e no coto axonal distal o processo de degeneragdo pode se
prolongar por semanas antes que exista alguma regeneragao % Isso pode

explicar a inexisténcia de regeneragdo no grupo 15 DPO, principalmente

face ao elevado grau de inflamacdo encontrado neste grupo (conforme
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demonstrado na tabela 2) sugerindo assim um processo de degeneragao
Walleriana ainda em desenvolvimento.

No presente estudo a regeneragdo macroscopica de 30-40% néao
reflete a taxa de recidiva dos sintomas simpaticos apds procedimentos de
ramicotomia descritas em humanos, que é aproximadamente 20% 2% 87 8,
Essa diferenga pode ser devida aos seguinte fatores: (i) A regeneragéo
anatbmica nao implica em regeneragdo funcional, para que haja
regeneragao funcional é necessaria a reconexao apropriada do neurénio, ou
seja, os feixes de axbnios regenerados devem coincidir com os feixes que
inervam as glandulas sudoriparas para o dermatomo acometido pelos
sintomas da hiperidrose, caso contrario, existira uma regeneragao

histolégica nao funcional ** % 7°_(ii)

A regeneragao pode ocorrer em apenas
um dos ramos comunicantes, pré ou pos-ganglionar, e dependendo do
ganglio operado na hiperidrose palmar ou axilar, um ramo pode n&o ser
suficiente para a recidiva dos sintomas. (iii) A avaliacdo da regeneragao
macroscopica € subjetiva e pode gerar erros em sua interpretagdo, por
exemplo falhas na identificacdo dos ramos comunicantes, ou a interpretacéo
de um ramo fibrosado como um ramo regenerado.

A principal hipétese que justificaria a recidiva apés a ramicotomia

nos humanos, que é a de secgdo incompleta dos ramos comunicantes 22 ¢

8 No presente estudo, durante a preparacdo das laminas, os cortes
histolégicos foram padronizados de maneira a envolver integralmente a

regido do ganglio simpatico, o que nos possibilitou verificar a eficacia do

procedimento cirurgico na secgédo de todos os ramos brancos e cinzentos,
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pré e pods-ganglionares. Através dessa analise verificamos que todos os
ramos apresentavam algum grau de manipulagdao, com deposigcédo de fibras
de colageno e diminuicdo de fibras reticulares, quando comparados aos
ramos comunicantes do grupo controle.

A possibilidade da regeneragao ou cicatrizagdo neural evoluirem de
formas diferentes nos segmentos axonais pré e poés-secgao justificou a
necessidade de separagdao e identificacdo dos ramos pré e pos-
ganglionares, procedimento realizado com a coloragdo de Weil. No presente
estudo a secc¢ao dos ramos comunicantes foi realizada no mesmo nivel, bem
préximo ao ganglio simpatico. Assim os ramos pré-ganglionares nos cortes
histolégicos devem corresponder aos segmentos pos-secgédo e, portanto,
sofrem degeneragcdo completa (Figura 9B). Ja os ramos pds-ganglionares
correspondem aos segmentos pré-secgao, onde a evolugdo da degeneragao

é interrompida no primeiro nédulo de Ranvier mais préximo da injuria 3* % ¢

89.

O principal parametro estudado relacionado a cicatrizacdo foi a
deposicao de fibras de colageno. Elas apresentaram pico de deposigdo no
grupo 135 DPO com diminuigdo acentuada no grupo 180 DPO, o que pode
ser atribuido ao remodelamento cicatricial caracteristico da fase crénica do

processo de reparacido das lesdes teciduais % °'

. Nos dois ultimos grupos,
135 DPO e 180 DPO, a quantidade de fibras de colageno depositadas nos
ramos comunicantes cinzentos foi significativamente maior do que nos

ramos brancos, esse dado sugere maior grau de cicatrizagcdo nos ramos

cinzentos.
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O colageno tipo | é o mais abundante no intersticio da maioria dos

tecidos e o principal responsavel do processo de cicatrizagdo. Embora nao
seja possivel definir exatamente o tipo de colageno através da coloragéo de
picrossirius, sabe-se que o colageno tipo | apresenta-se principalmente
como fibras grossas na luz polarizada, dessa forma a maior concentragao
dessas fibras nos ramos comunicantes cinzentos indica maior processo
cicatricial %%,
Ao avaliar separadamente as fibras grossas e finas de colageno, de
forma independente nos dois ramos, verificou-se que as fibras grossas
aparecem em menores niveis nos ramos pos-ganglionares durante o
primeiro trimestre (15 DPO, 45 DPO e 90 DPO) e, de forma inversa, atingem
niveis superiores aos ramos pré-ganglionares durante o segundo trimestre
do procedimento (135 DPO e 180 DPO). Reciprocamente, as fibras finas
aparecem em niveis mais elevados nos ramos pds-ganglionares no primeiro
trimestre, sendo que no segundo trimestre ndo ha mais diferenca.

As fibras reticulares, compostas principalmente por colageno tipo Il
e de 6 a 12% de acucares, coradas pela coloracido de reticulina de Gomori,
constituem parte importante do envoltério conjuntivo do endoneuro % .
Assim sua manutengao ou restauracao, apos a sec¢ao do nervo, deve estar
relacionada a sua regeneragdo. No presente estudo as fibras reticulares
apresentaram um declinio acentuado apdés a ramicotomia até o grupo 45
DPO, o que sugere absorcédo de parte do endoneuro no periodo inicial da

degeneragcdo Walleriana. A partir dai as fibras reticulares passaram a

apresentar uma elevagao discreta e continua até o grupo 180 DPO,
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coincidindo com os achados da regeneragdo macroscopica. Esta elevagao
das fibras reticulares entre os grupos 45 DPO e 180 DPO foi menos
marcante para os ramos comunicantes cinzentos, o que sugere um menor
grau de regeneracao dos mesmos.

A participacado das fibras de colageno e reticulares no processo
regenerativo pode ser visualizada nas figuras 24 e 25. Ao utilizarmos o
coeficiente de correlacdo linear de Pearson verificamos uma correlacéo
negativa entre elas (r = - 0,408 e r = - 0,414, respectivamente; p < 0,01). A
fibra de colageno é o principal componente na formagdo do processo
cicatricial > % | ja a fibra reticular forma uma fina e delicada rede de
fibrilas sob a membrana basal das células de Schwann, fornecendo um
arranjo de sustentagao celular preservando espago para o movimento
molecular dos fluidos extracelulares no endoneuro %% Considerando suas
fungdes distintas, a correlagdo negativa entre as fibras colagenas e
reticulares sugere que os ramos nos quais ha maior quantidade de fibras
reticulares, e menor de fibras colagenas, teriam maiores possibilidades de
regeneragao.

As células de Schwann participam ativamente na degeneracéo
Walleriana, ajudando os macréfagos a reabsorverem a mielina, bem como
sdo essenciais na regeneragao do coto distal do axénio, multiplicando-se e
formando as bandas de Biingner * " 7":78 No grupo controle, a quantidade
de células de Schwann nos ramos comunicantes foi similar nas fibras ricas
em mielina (ramos brancos) e nas fibras pobres em mielina (ramos

cinzentos). Em contraste, houve elevagéo significativa no numero dessas
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células nos ramos brancos do grupo 15 DPO, onde também ocorreu a
reagao inflamatoria mais intensa. Ja nos ramos cinzentos desse grupo
verificou-se o contrario, ou seja, uma queda significativa no numero de
células de Schwann quando comparado ao ramo branco. Com a diminuicéo
da reacgao inflamatéria nos grupos 45 DPO a 180 DPO, ocorreu um aumento
progressivo no numero das células de Schwann no ramo cinzento, contudo
sempre mantendo niveis inferiores aos ramos brancos. Esse menor numero
de células de Schwann encontrado nos ramos cinzentos permite algumas
especulagdes: (i) Os niveis mais elevados de fibras de colageno e os
menores niveis de fibras reticulares nos ramos cinzentos séo sugestivos de
menor regeneragéo, o que pode justificar o menor numero de células de
Schwann nessas fibras; (ii) Como as fibras dos ramos cinzentos sao poés-
ganglionares, dependendo do nivel de corte selecionado, existe uma maior
possibilidade de se estudar o segmento pré-secgao nos ramos comunicantes
cinzentos, onde as alteragbes histoldégicas causadas pela lesao,
presumivelmente, ocorrem de forma mais branda, conforme demonstrado na
figura 9B; (iii) A acdo fagocitaria dos macréfagos pode ter sido menor nos
ramos cinzentos devido a auséncia de mielina nas fibras cinzentas e,
consequentemente, a ativagdo das células de Schwann no inicio do
processo de degeneragdo 367377,

O modelo experimental utilizado ndo permite determinar se os
segmentos dos ramos comunicantes selecionados para estudo pertencem
ao segmento pré ou pdés-sec¢do, nem se a quantidade de fibras colagenas e

reticulares depositadas durante o processo de cicatrizagao, ou regeneragao,
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seria suficiente para permitir alguma fungdo nos ramos comunicantes
regenerados. Mas a julgar pelos elementos estritamente histoldgicos nossos
dados indicam que a regeneragdo dos ramos comunicantes apos o
procedimento de ramicotomia ocorre numa frequéncia maior que a recidiva
clinica reportada em humanos. Isso sugere que o retorno dos sintomas
simpaticos seja atribuido mais a regeneragcédo do que a secgao incompleta
dos ramos.

Assumindo que a regeneragdo simpatica é o principal fator
subjacente da recidiva dos sintomas apds a ramicotomia nos humanos, &
possivel desenvolver estratégias para evita-la, como por exemplo, a
utilizacdo de barreiras fisicas entre o tronco simpéatico e os ramos
comunicantes apdés a ramicotomia. Um fragmento de pericardio bovino ou
politetrafluoretileno (PTFE), por exemplo, pode bloquear a reconexdo dos
cotos proximal e distal. Pode-se também tentar utilizar o bloqueio simpatico
com clipe metalico nos ramos comunicantes, ao invés de secciona-los, o que
poderia bloquear o impulso nervoso, sem desencadear o processo de

degeneragao e regeneragao Walleriana.



Estudo da regeneragdo simpadtica pos simpaticotomia seletiva experimental (ramicotomia) 97

CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

O modelo experimental em suinos para o estudo da cadeia
simpatica é confiavel e permite reproduzir os procedimentos cirurgicos
realizados nos humanos.

A seccéao de todos os ramos comunicantes dos ganglios simpaticos
operados foi completa, indicando que a ramicotomia é eficaz no bloqueio do
estimulo central.

Até o grupo 15 DPO a reacédo inflamatéria é intensa e ndo ha
regeneracgao neural. A regeneragao macroscopica surge a partir do grupo 45
DPO, elevando-se progressivamente até atingir 41,6% dos casos no grupo
180 DPO.

O processo de cicatrizagao estabiliza-se apés o grupo 135 DPO.

A presenca das células de Schwann é maior nos ramos pré-
ganglionares.

Ao longo do periodo estudado os ramos cinzentos apresentaram
maior quantidade de fibras colagenas e menor de fibras reticulares do que
0S ramos brancos.

O processo regenerativo se desenvolve de forma similar em ambos
0S ramos comunicantes, brancos e cinzentos, contudo ha menor tendéncia

de regeneragao nos ramos cinzentos.
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