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RESUMO

Introdugdo: O tratamento de lesdes com perda dos nervos periféricos ¢ ainda um problema
ndo resolvido. Na area de pesquisa experimental, modelos animais com perdas nervosas de
grande porte t€m sido usados com o objetivo de estudar o efeito de sustdncias promotoras da
regeneracdo axonal adicionadas dentro de sistemas de tubulizacdo. Como medida de
regenera¢do nervosa, o efeito funcional ¢ considerado como o mais importante — o indice
funcional da marcha, ou Sciatic Function Index (SFI), é o0 método mais utilizado nas lesdes de
nervo ciatico em ratos; seu uso, porém, tem sido questionado em modelos de transeccao
nervosa (neurotmese). O objetivo do presente trabalho experimental é estudar o desempenho
do SFI, em um modelo de transec¢do e perda de grande porte (12 mm) em nervo ciatico de
ratos, com o fim de verificar se a utilizacio do SFI ¢ uma ferramenta confiavel para
diferenciar padrdes de recuperacdo funcional e regeneracdo nervosa apds perdas segmentares
de grande porte em ratos.

Métodos: Foram utilizadas 30 fémeas de ratos Wistar, adultos, isogénicos, divididos em 5
grupos, nos quais se realizou uma perda de 12 mm do nervo ciatico direito. Posteriormente,
tal perda foi reparada com auto-enxerto ou com tubo de silicone preenchido com uma matriz
de fibrina, onde se adicionaram células mononucleares de medula ¢ssea (CMMO), fator de
crescimento neural (NGF) ou uma combinag¢do destes. O indice funcional da marcha (SFI) foi
medido entre as 5° e 16° semanas ap0s a cirurgia.

Resultados: Do total de ratos tratados com tubo, 21 dos 24 animais falharam em reconstituir
nervo no tubo (87,5%). Os trés animais em que se evidenciou crescimento de nervo dentro do
tubo ndo mostraram diferencas no SFI em relacdo aos outros em que ndo cresceu nervo.
Todos os animais com tubulizagdo mostraram auséncia de recupera¢do funcional no SFI
durante o seguimento. Depois de 16 semanas, a média do SFI+ DP dos 4 grupos com tubo foi
-77,88 + 8,3, obtendo valores significativamente piores aos obtidos com auto-enxertos, com
média SFI +DP, -56,97+12,71, com valor p=0,003. Ainda que a diferenca tenha sido
significativa, o grupo com auto-enxerto apresentou uma melhoria limitada: 43% do valor
considerado normal, ap6s 16 semanas de observacao.

Discussao: As diferengas do SFI encontradas entre os grupos com auséncia de efeito (tubo) e
o melhor efeito possivel (auto-enxerto) foi significativa (p=0,003); porém, a baixa precisdo da
estimativa e a baixa amplitude de valores encontrada entre eles determinam um método com
baixo poder.

Conclusdes: O indice funcional da marcha (SFI) ndo ¢ um método adequado para avaliar
regeneragdo nervosa apods lesdes com perda segmentar de 12 mm em nervo ciatico de rato, por
ter um baixo poder para detectar verdadeiras diferencas.

Palavras-chave: nervo ciatico, regeneracio nervosa, experimentacio animal, avaliacio de
resultado de intervencdes terapéuticas, adesivo tecidual de fibrina, fator de crescimento neural.
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ABSTRACT

Introduction: Treatment of peripheral nerve loss is still a non-resolved problem. In the
experimental research area, animal’s models have been used, with long nerve defects, in
order to study the effect of different substances with capacity of promote nerve
regeneration when incorporated inside of nerve conduits. As a measure of nerve
regeneration, a functional effect it’s considered as the most important effect
measurement, being the Sciatic Function Index (SFI) the most employed method after
sciatic nerve injury in rats; however, its use has been questioned in models of nerve
transection (neurotmeses). The objective of the present study is to study SFI behavior in
a transection model, with a long gap of 12 mm, in rat’s sciatic nerve with the aim of
verify if the SFI is a reliable tool to differentiate recovery patterns of function and nerve
regeneration after long sciatic nerve defects.

Methods: Thirty young adult female Wistar rats were divided in 5 groups, in which a
nerve gap was created, with a gap of 12 mm in right sciatic nerve, after that, the nerve
gap was repaired using autograft, or using a silicone nerve conduit, filled with fibrin glue
at which bone derived stromal cells, nerve growth factor or a combination of both was
added. As a functional measure the SFI was recorded each week since the fifth until the
sixteen.

Results: Of 24 animals operated with tubes 21 failed to reconstitute a nerve inside the
conduit (87, 5%). Of the three animals that showed nerve bridging inside the conduit,
neither shown any difference in the SFI score compare with animals without nerve
growth. All animals repaired with silicone tube showed absence of improvement in SFI
score during all time of follow up. After 16 weeks, the average SFI£SD of the 4 groups
with tube was -77,88+8,3, and this average score was statistically lower than the
autograft group, that was -56,97+12,71, with a p value =0,003. Even when this difference
was significant, the autograft group showed a recovery of only 43% of its normal value,
after 16 weeks of follow up.

Discussion: The difference after 16 weeks of SFI score founded between groups with
null effect (tube) and the best effect actually possible (autograft), was statistically
significant, however the low precision of the measure and the low amplitude of possible
values founded between them, cause that its method has low power.

Conclusions: The SFI is not a reliable method to measure nerve repair after long nerve
gap (12mm) in a sciatic nerve injury model in rats, because its low power to detect true
differences.

Key-words: sciatic nerve, nerve regeneration, animal experimentation, evaluation of

results of therapeutic intervention, fibrin tissue adhesive, nerve growth factor.
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1 INTRODUCAO

As lesoes dos nervos periféricos sdo um tipo de problema encontrado com freqiiéncia
na atividade clinica diaria; e pelo geral ocasionam déficits funcionais significativos na
populacdo afetada. Estima-se que a prevaléncia de lesdes de nervos periféricos em todos os
pacientes com trauma seja de 2,8% (1). Nos Estados Unidos, a cada ano aproximadamente
200.000 pacientes sdo tratados cirurgicamente por lesdes de nervos periféricos. Embora a
maior parte dessas lesdes ndo coloque em risco a vida dos pacientes, apresentam um alto

impacto socio-econdmico (2, 3).

Existe, hoje em dia, um grande interesse em desenvolver novas ferramentas para poder
melhorar os resultados alcangados apods reparagdo de uma lesdo nervosa — especialmente
quando se trata de uma lesdo completa, chegando a incitar a participacao de bidlogos, de
quimicos, de engenheiros, de bioquimicos, entre outros. Este interesse ndo ¢ novo: ja em
1881, pesquisadores procuravam unir os segmentos ou cotos dos nervos lesados, colocando

entre eles tubos de diversos materiais de origem biologica (4).

Um dos grandes problemas que este tipo de pesquisa apresenta ¢ a dificuldade para se
quantificar o processo de regeneracdo nervosa. Os estudos histologicos, morfométricos,
eletrofisiologicos e as medidas funcionais de regenera¢do tém sido bem estabelecidos no
tempo, mas a correlacdo entre eles é escassa ou nula. Os estudos de recuperacao funcional
apresentam maior dificuldade em obter medidas quantitativas; sdo considerados, por outro
lado, os mais significativos na hora de interpretar resultados (5, 6). Fibras nervosas podem
regenerar sem fazer a adequada conexdo com suas correspondentes origens sensitiva ou
motora, mesmo que um numero m aior de axdnios possa superestimar o numero de conexdes
realmente funcionais. Por essa razdo, a recuperacdo funcional ndao se correlaciona
necessariamente com evidéncia de regeneragdo histologica ou eletrofisioldgica. J4 em 1942,
pesquisadores demonstravam algumas formas de avaliar o grau de recuperagdo apos a lesdo

de nervo ciatico em ratos: media-se o grau de melhoria através da capacidade de separar os
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dedos das patas traseiras (7). Um método quantitativo e reprodutivel apareceu na década de 80
por meio de um sistema que visava avaliar tanto o nivel de lesdo como o grau de recuperacao
mediante as andlises das pegadas incorporadas em uma formula, o que foi chamado indice de
fungdo ciatico ou sciatic functional index (SFI). Desde entdo, esse método tem sido utilizado
com muita freqiiéncia como medida de avaliagdo funcional ap6s lesdes de tipo compressao ou
axonotmese. Ocorre, porém, que sua real contribui¢ao a lesdes completas do tipo transec¢do
ou neurotmese tem sido posta em duvida — inclusive pelo mesmo idedlogo do teste —, pois o
método apresenta problemas para se obterem bons registros das pegadas, conforme o tempo

passa (8, 9).

O propdsito do presente trabalho ¢ estudar o comportamento do teste funcional da
marcha como medida de avaliagdo funcional em um modelo experimental de lesdo

segmentaria de grande porte em nervo ciatico de rato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia nervosa

A unidade funcional do nervo periférico ¢ o neur6nio, constituido por um corpo
celular que se continua como fibra nervosa. Esta fibra nervosa ¢ formada pelo axonio
circundado por células de suporte, as células de Schwann (equivalente aos oligodendrocitos

do Sistema Nervoso Central).

Segundo a relacdo com a célula de Schwann, os axénios podem ser classificados como
mielinicos, quando a membrana plasmatica da célula de Schwann se enrola em torno do
segmento de um Unico axonio, formando a bainha de mielina; ou podem ser axdnios
amielinicos, quando uma célula de Schwann envolve varios axénios em um segmento, sem

enrolamento de sua membrana plasmatica.

Os corpos neuronais dos neurdnios sensitivos € motores encontram-se localizados no
ganglio da raiz dorsal e na coluna anterior da substancia cinzenta da medula, respectivamente.
Desses corpos neuronais, estende-se o axonio até a periferia, constituindo uma das mais
complexas e maiores células de um organismo. Seu tamanho as faz incapazes de funcionar
sem o suporte estrutural e metabdlico de um niimero aproximadamente dez vezes maior de

células do tipo glia (10).

O nervo periférico consiste em um feixe de fibras nervosas organizadas, embebidas
em uma matriz de conjuntivo, rico em vasos sanguineos, chamado endoneuro. Varias fibras
nervosas, de diferentes tamanhos, sdo agrupadas, formando os fasciculos nervosos; estes, por
sua vez, estdo rodeados por uma bainha de tecido conjuntivo denso e forte com varias

camadas de células planas (o perineuro), o que protege as fibras das compressdes externas,
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mantém a pressao intra-fascicular, auxilia na manutencdo do fluxo axoplasmico (transporte
dentro do citoplasma do ax6nio) e forma uma barreira de difusdo entre as fibras nervosas e
outros tecidos vizinhos. O perineuro varia em espessura de acordo com a proximidade das
articulagdes — ¢ mais denso em dareas de maior movimento. Os fasciculos estdo embebidos em
um tecido conectivo solto, o epineuro interno, que se espessa na periferia do nervo, formando

0 epineuro externo, que também apresenta engrossamentos no nivel das articulagdes.

Os vasos sanguineos dispostos na camada epineural externa, formando um plexo
possivel de ser visualizado, ajudam a reposicionar o nervo na sua orientacdo correta na hora
da sutura do mesmo, apdés traumas agudos. Desses vasos epineurais, pequenos ramos
emergem, atravessam a barreira do perineuro obliquamente e formam um plexo de capilares

no espaco intrafascicular no endoneuro.

2.2 Fisiopatologia da lesdo nervosa

Embora existam variadas classifica¢des de lesdes nervosas — tais quais as de Seddon e
Sunderland — o modelo proposto por Birch parece bem mais simples e pratico (11), pois
distingue as lesdes apenas entre duas categorias: degenerativas e nao-degenerativas. As
primeiras incluem todas aquelas lesdes em que existe algum grau de descontinuidade da
estrutura anatomica do axonio, envolvendo tanto a axonotmese como a neurotmese de
Seddon. Esses tipos de lesdes necessariamente provocam alteragdes tanto proximais, no corpo
neuronal, como distais, através do processo de degeneracdo Walleriana, que antecede o
processo de regeneracao neural. As lesdes ndo-degenerativas, no entanto, ndo comprometem a
estrutura anatdmica nem a viabilidade do axdnio; além disso, resultam em um bloqueio focal

da condugdo nervosa, que se resolve tratando a causa do bloqueio (neuropraxia).
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2.2.1 Resposta do nervo a lesao

Nesta se¢do, vamos nos referir especificamente a lesdes degenerativas severas, com
interrup¢do total ou transeccdo entre os elementos neurais (neurotmese), uma vez que € o

modelo de lesdo que sera testada na parte experimental.

Depois da seccdo nervosa, muitos neurdénios comprometidos sofrem um processo de
apoptose ou morte celular programada, o que pode atingir até 40 % dos neurdnios sensitivos
de menor didmetro, que formam o ganglio da raiz dorsal — € preciso considerar que as lesdes
proximais provocam uma maior perda neuronal que lesdes mais distais (12). Aqueles
neurdnios que sobrevivem a axotomia e a perda do suporte trofico por elementos provenientes
do orgdo alvo mudam o modo de funcionamento de “transmissdo” para o modo de
“supervivéncia” (12, 13); e a expressao dos seus genes ¢ modificada ndo s6 para compensar a
perda ou a diminui¢do de fatores neurotroficos derivados dos orgdos alvos, como também
para poder ativar a maquina de crescimento do axénio seccionado. Dentro das primeiras horas
da transecc¢do, ambos os cotos sdo selados por um mecanismo provavelmente semelhante ao
que acontece com axoOnios de invertebrados gigantes. Proximal ao sitio de axotomia, o
transporte axoplasmico anterégrado continua por alguns poucos dias. O fluxo axoplasmico
retrogado também acontece no segmento distal, resultando em aumento de volume na regiao
dos cotos; como conseqiiéncia, ocorre uma concentracdo de organelas e potentes peptideos
vasoativos, como o CGP (calcitonine gene related peptide) o que contribui na hiperemia local
ao redor do sitio de lesdo. Sinais provenientes do local de lesdo informam ao corpo neuronal o
sitio e a extensdo da lesdo, o que acontece por transporte retrogado (14). Logo depois de
produzida a sec¢do, um processo semelhante ao da apoptose provoca a destruicdo do
esqueleto axopldsmico (por uma via caspase independente e calcio depedendente) — esse
processo ocorre um ou dois dias apos a lesdo em roedores, e em uma semana ap6s lesdo em
humanos. O coto distal, no entanto, comeca com o bem caracterizado processo de
degeneracdo Walleriana, em que citocinas inflamatorias — como TNF-a e IL-a — sdo
secretadas pelas células de Schwann e ativam macrdfagos, residentes e a distancia, e ativam
as células endoteliais a produzir outras citocinas. Os macrdéfagos residentes, que constituem
em torno de 4% da populagdo celular normal dentro do nervo, respondem extremamente
rapido apos uma lesdo; além disso, junto com os outros macrofagos recrutados do sangue que
conseguem ultrapassar a barreira sangue-nervo transitoriamente aberta, limpam e degradam os

restos de mielina, ndo sé liberando no processo sustancias mitogénicas para células de
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Schwann, como também removendo sustancias que inibem o crescimento axonal, como as
glico-proteinas associadas a mielina. Assim, ap6s trés a quatro dias de lesdo, as células de
Schwann, no coto proximal e distal, comegam a proliferar e a produzir proteinas facilitadoras
do crescimento axonal e outras que ajudam a manter as células de Schwann em um estagio
capaz de responder ao crescimento do axonio. Na auséncia dessa proliferagdo das células o

crescimento do axdnio, desde o coto proximal, fica prejudicado (12).

Enquanto os processos degenerativos acontecem e as células de Schwann proliferam, o
brotamento do axonio ja estd ocorrendo no coto proximal, desde as primeiras horas da lesdo,
tanto na regido do coto como nos hemi-nodos de Ranvier. Esse processo de “negociagdo” do
sitio de lesdo ¢ demorado, podendo precisar até¢ 4 semanas para que a totalidade dos axonios
possa cruzar do coto proximal até o distal depois de uma sutura direta (15). Apds entrar no
coto distal, o cone de crescimento axonal segue pela superficie interna da lamina basal das
fibras nervosas primitivas, em intima associacdo com as células de Schwann alinhadas,
formando as chamadas bandas de Biingner. O mecanismo pelo qual o cone de crescimento
axonal seleciona qual o tubo de células de Schwann vai seguir ¢ ainda um processo nao
esclarecido — existe, porém, alguma especificidade. Tem-se estabelecido que axonios motores
apresentam melhor regenera¢do quando conectados com enxertos motores ou mistos do que
quando conectados com enxertos sensitivos. (16). Quanto mais cedo o axonio alcangar o

orgao distal com sucesso, maior serd a chance de o nervo apresentar uma melhoria funcional.

Quando as cé¢lulas de Schwann desnervadas sdo contatadas pelo axonio em
crescimento, mudam seu comportamento: deixam o ciclo de divisdo celular, passam a se
diferenciar ¢ dao inicio ao processo de mielinizagdo, induzidas por sinais provenientes do

axonio.

Com o tempo, muitas das células de Schwann ndo re-inervadas sofrem apoptose e
desaparecem, seja por perda do suporte trofico ou por efeito do NGF endogeno. As células
que permanecem desnervadas por mais de seis meses sdo morfologica e funcionalmente
diferentes daquelas agudamente desnervadas: perdem os receptores c-erbB neuregulina e p75
neurotrofina, que lhes possibilitam manter uma comunicagao celular com o axdnio, perdendo
progressivamente a capacidade de dar suporte a axonios em regeneracdo. Essa situagdo é

reversivel ao menos em ratos (12).

A evidéncia experimental sugere, entdo, que exista uma janela de tempo relativamente

estreita enquanto os neurdnios estdo em modo de “supervivéncia”, e as células de Schwann
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estdo com a capacidade de responder ao crescimento axonal, o que reforca a idéia de que a

reparagao nervosa nao deve ser demorada quando existe evidéncia de transec¢do nervosa (12).

2.3 Reparacio da lesao nervosa

Os tipos de reparagao de um nervo lesado podem ser classificados conforme o tempo
que se passa até a reparagdo cirirgica. Na forma de reparacdo primaria, isso acontece nos
primeiros 5 dias apds lesdo, na sutura primaria diferida entre 5 dias a 3 semanas, e no caso de
reparagao secundaria apos 3 semanas de lesdo. Dados os eventos de reparacdo axonal recém-

analisados, parecem ter validez os argumentos a favor de realizar uma reparacao precoce.

Embora a sutura direta do nervo (neurorrafia) permaneca como padrao ouro de
reparagdo, a utilizagdo de cola de fibrina mostra resultados semelhantes em alguns modelos,
apresentando uma menor resposta inflamatoria no sitio de reparagdo, se comparado ao uso de
suturas. Existem relatos de outros métodos, como enlace fotoquimico, que utiliza laser para
estabelecer pontes de entrecruzamento entre as fibras colagenas, com resultados funcionais e

histologicos semelhantes aos da neurorrafia direta (17).

Em lesdes de grande porte, a sutura primdria ¢ fisicamente impossivel; entdo
reparagoes diferidas acontecem uma vez estabilizado o paciente e controlados os potenciais
fatores de mal progndstico — presenga de tecidos desvitalizados, infec¢do e compromisso
vascular, entre outros —, assim deixando uma perda entre os cotos, que deve ser substituida

por algum tipo de conector entre eles.

2.3.1 Reparagdo em casos de defeitos do nervo.

Quando uma por¢do do nervo ¢ perdida devido a trauma ou a uma reparagao tardia, os
cotos do nervo se apresentam mais rigidos, retraidos e envolvidos em cicatriz (18). O aumento
do conteudo de 4gua, secundario ao processo de degeneracdo Walleriana, reduz a capacidade

de elongacio do nervo em até 24% (19). E importante lembrar que, se um nervo for esticado
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para se tentar fechar o defeito, além de 10% de seu comprimento em repouso, ocorrera uma
grave alteragdo da microcirculacdo endoneural, com conseqiiente diminui¢do do fluxo em
torno de 50% (20). Por isso € claro que ndo se deve forgar a realizagdo de uma sutura direta,

se as condi¢des dos cotos e a magnitude da perda ndo permitem.

O padrao ouro em reparagdes de defeitos neurais € um auto-enxerto; esta técnica
precisa, para sua coleta, a realizagdo de outra abordagem cirargica, que deixa outra cicatriz e
requer o sacrificio de um nervo doador, com a conseqiiente perda da fungdo do mesmo. Além
disso, sua disponibilidade ¢ limitada em casos em que € preciso reparar lesdes de varios
nervos. Como conseqiiéncia do anterior, varios potenciais substitutos de enxerto, tanto
biologicos como sintéticos, tém sido testados como guias do crescimento axonal entre o coto

proximal e o coto distal.

A seqiiéncia de eventos de uma regeneracdo nervosa foi elucidada em grande parte
utilizando experimentos com tubos de silicone que serviam como verdadeiras camaras de
estudo (21). Inumeros estudos tém estabelecido que, no caso de regeneragdao nervosa dentro
de tubo de silicone em lesdo de nervo ciatico em ratos, uma acumulacdo de fluidos
provenientes de ambos os cotos de lesdo, contendo fatores neurotroficos, preenchem a camara
no primeiro dia. Dentro de uma semana, uma ponte de fibrina ¢ formada entre os cotos
proximal e distal; entdo, fibroblastos e macrofagos comegam a popular esta ponte de fibrina,
invadindo o interior do tubo desde ambos os cotos. O coto distal apresenta as mudangas de
degeneracdo Walleriana ja descritas. Pela segunda semana, € possivel perceber a presenca de
axonios comecando a migrar junto com suas células de Schwann, fundamentais para suportar
o crescimento do axonio dentro da camera, para atingir o coto distal e, logo apds, procurar
seus oOrgdos alvo. Finalmente, em um periodo que pode demorar 2 meses, os axonios sao
mielinizados pelas células de Schwann, embora com uma espessura menor da bainha e com
uma periodicidade maior entre os nodos de Ranvier, quando comparados com uma fibra

nervosa normal.

2.3.2 Condutos biolégicos

Themistocles Gluck, em 1881, foi o primeiro a testar a utilizagdo de um conduto

bioldgico para unir os extremos de um nervo seccionado — para isso, utilizou um segmento de
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osso descalcificado, absorvivel, idealizado por Gustav Neuber em 1879 para drenar colegoes,
mas sua tentativa ndo teve sucesso pela invasdo de tecido cicatricial. Em 1882, Constant
Vanlair realiza, com éxito, a primeira aplica¢do do sistema de tubulizacdo: utiliza um tubo de
osso descalcificado no modelo de lesdo de nervo de 3 cm (em cdo) e consegue demonstrar
crescimento de nervo dentro do tubo. Em 1891, Biingner foi o primeiro a usar de veias como
conduto para regeneragdo nervosa. As veias sao permeaveis e ricas em fatores de crescimento
(22); além disso, estdo facilmente disponiveis em variedade de tamanhos e ndo sdo
imunogénicas. Seu uso continua até hoje; porém, evidéncias demonstram que sua utilizagdo ¢
considerada um procedimento limitado, indicado apenas para defeitos que sejam menores de 3

cm, no caso de lesdes nervosas em seres humanos (23).

Como uma tentativa de melhorar esses resultados e de evitar o colapso das paredes das
veias — que ocorre quando utilizadas em defeitos maiores —, diferentes substancias tém sido
testadas dentro do lumen da veia, como solucdo salina, segmentos de musculos (24),
segmentos de nervo (25), células de Schwann ou colageno (26). Estudos t€ém demonstrado
que, quando utilizado o sistema de veia com coldgeno em seu interior, os resultados sdo
melhores do que quando utilizada solugdo salina — e 0 mesmo acontece quando ¢ utilizado
musculo esquelético fresco dentro da veia, provendo um substrato para o crescimento do
axonio e a proliferacdo de células de Schwann. Em trabalho clinico recente realizado em
pacientes com lesdo de plexo obstétrico, foram utilizadas veias com remanescentes neurais
suspendidos em solu¢do de heparina. O resultado demonstrou que esta configuragdo do
conduto constituiu uma adequada camara bioldgica, que permitiu o crescimento de uma lesao

com uma perda equivalente a 22 cm (27).

Pequenos defeitos em modelos animais tém sido reparados com sucesso utilizando-se

outro conduto autdlogo, construido a partir de um segmento de epineuro (28).

2.3.3 Condutos sintéticos

As maiores experiéncias disponiveis com tubos sintéticos provéem da utilizacdo de
tubos de silicone (polimero de compostos de alto peso molecular feito de silicone, oxigénio e
hidrogénio), material inerte, hidrofobico, biocompativel e ndo-absorvivel — e foi com tal

material que se iniciaram as pesquisas ha mais de 26 anos (29). Seu uso demonstra que o grau
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de recuperacao ¢ semelhante ao do auto- enxerto, quando aplicados em defeitos de pequeno
porte. Lundborg reporta que, ao se utilizar tubo de silicone vazio em lesdes cortantes de nervo
mediano e ulnar com perdas menores de 5 mm, obtém-se resultados semelhantes aos obtidos
com auto-enxerto, com uma média de 5 anos de seguimento pds-operatorio (30); outros
autores mostram bons resultados quando utilizados em defeitos ainda maiores (31). Porém,
em caso de lesdes com defeitos maiores de 3 cm no humano, os resultados funcionais obtidos
utilizando tubo de silicone vazio sdo insatisfatorios. O mesmo ocorreu nos modelos animais,
ficando estabelecido que, quando a perda ¢ superior a 9,7+1,8 mm em rato, o percentual de
regeneragdo cai a 50%, e pequenos aumentos provocam uma dramatica queda nos niveis

esperados de regeneracao (3, 32).

Outros materiais sintéticos tém sido testados. Por exemplo, o Polytetrafluoroetileno
(PTFE) — conhecido comercialmente como GoreTex"— caracteriza-se por sua anti-
adesividade; no entanto, ainda apresenta o problema de ndo ser absorvivel, o que pode causar
compressao dos axonios na medida em que sua area de secdo aumenta, conforme aumenta o

processo de mielinizagdo (33, 34).

Com a realizacdo de novas pesquisas € com a experiéncia adquirida durante anos,
ficou claro que um conduto sintético deveria possuir algumas caracteristicas mecanicas
basicas para aperfeicoar seu desempenho. Em primeiro lugar, o tubo ideal deve permitir
crescimento do axonio e lhe dar suporte (scaffold), ja que ¢ amplamente aceito que uma guia
para o crescimento axonal ¢ fundamental para a eficiente regeneragdo nervosa. Em segundo
lugar, o tubo ideal deve ser semipermeavel para que permita o intercambio de nutrientes,
como glicose e oxigénio, para dentro do tubo e a saida de material de descarte para fora do
tubo; deve permitir, também, o intercimbio de proteinas, tais como fatores de crescimento.
Em terceiro lugar, o tubo deve degradar-se a uma velocidade nem muito rapida para evitar a
invasdo de tecido cicatricial, nem muito devagar para impedir a reorganizagdo estrutural do

nervo.

Assim, surgiu uma variedade de tubos sintéticos re-absorviveis — os mais amplamente
pesquisados sdo os derivados de poliésteres alifaticos, como acido poli-glicélico (PGA), (35-
37), acido poli-lactico (38, 39), e seus copolimeros (40, 41). Outro material muito utilizado ¢
o colageno — um dos materiais mais comumente usados também para confeccionar implantes
utilizados em neurocirurgia, como por exemplo, os substitutos de dura mater. Para sua
confeccdo, ¢ utilizado especialmente o coldgeno tipo I, de origem bovina, o qual ¢

quimicamente tratado para modificar suas caracteristicas de absorcao.
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Apesar do importante desenvolvimento de materiais sintéticos para constru¢ao de
tubos, hd ainda um numero limitado destes condutos aprovados pela FDA (agéncia de
administracdo americana de drogas e alimentos) (42), e poucos estudos comparativos sao

feitos entre eles (42-45).

2.4 Fatores que podem potencializar a resposta de reparacio nervosa

Com o objetivo de conseguir melhores resultados, que os obtidos com camaras vazias,
os condutos tém sido suplementados com uma série de sustancias potencialmente promotoras

do crescimento axonal. Revisaremos sumariamente algumas destas substancias.

2.4.1 Fator de crescimento Neural

A utilizacdo de fatores de crescimento, como o fator de crescimento neural ou nerve
growth fator (NGF), tem sido estudada ha muito tempo. Muitas pesquisas demonstram o NGF
como um fator favorecedor da resposta reparadora no nervo, utilizando diversas formas de
entrega do fator para o interior do tubo, desde microbombas até sua incorporacdo dentro da
parede do tubo para sua liberagdo por difusdo (46-63). Tem-se demonstrado que existe uma
alta expressao de receptores de NGF no sitio da lesdo logo ap6s uma lesdo nervosa, portanto
sua adi¢do dentro do tubo em etapas iniciais do processo regenerativo parece justificada (64,

65).

A utilizagdo de componentes celulares no interior do tubo tem sido alternativa de

suplementag@o, ja que sua presenga ¢ fundamental para o processo de regeneragio nervosa.




25

2.4.2 Células de Schwann

Em grandes perdas, um dos mais importantes problemas apresentado ¢ a possivel
escassez em numero de células de Schwann e em condicdo suficiente para manter a resposta
reparadora e para dar suporte ao crescimento de multiplos axonios durante o prolongado
tempo de crescimento axonal. Como ja mencionado, sua presenca ¢ fundamental para a
regeneragdo nervosa, pois exercem a fun¢do de producdo de fatores neurotroficos e de
organizagdo estrutural em condutos cilindricos — bandas de Biingner —, que guiam o ax6nio no
seu caminho até o coto distal. Muitas pesquisas t€ém demonstrado que a presenc¢a de células de
Schwann dentro dos tubos promove maior mielinizagcdo dos axénios — melhores resultados

sao obtidos quando sdo utilizadas células de Schwann autdlogas (3, 38, 66-70).

A sua utilizagdo pode ser combinada tanto com condutos bioldgicos como sintéticos;
contudo, ¢ preciso considerar que sua obtengdo ¢ dificil, e seu processo de extracdo e
purificacao ¢ complexo e demorado (71-73). Alo-enxertos e auto-enxertos acelularizados tém
sido experimentalmente enriquecidos com células de Schwann autologas, coletadas do

paciente e isoladas e expandidas in vitro (74).

2.4.3 Células mononucleares de medula 6ssea

Pesquisas recentes demonstram que a utilizagdo de células mononucleares de medula
Ossea (também denominadas células do estroma da medula dssea), tem a capacidade de
diferenciar-se em células fenotipicamente semelhantes as células de Schwann (73, 75-79).
Estas células contém uma por¢do de células mesenquimais indiferenciadas, que sdo muito
mais simples de trabalhar e de obter em quantidade suficiente — mediante aspirado da medula
ossea — quando comparado com a obtencdo de células de Schwann. Seu uso tem mostrado
resultados semelhantes aos obtidos com células de Schwann em enxertos acelulares para
reparar um defeito de nervo ulnar de 4 cm em macacos (80). Variantes deste tipo de células
com potencial de diferenciacdo tém sido encontradas também em zonas doadoras de maior
acesso e disponibilidade, como o tecido gorduroso, ¢ os resultados sao semelhantes aos

alcangados com células da medula 6ssea (81-83).
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2.4.4 Matriz de fibrina

A fibrina ¢ um componente protéico fibrilar que, ao formar matrizes, atua como um
suporte estrutural ou scaffold para o crescimento e regeneracao de tecidos, incluindo o tecido
neural. (71). Depois de uma sec¢do nervosa, o fluido proveniente dos cotos de lesdo, rico em
fibrinogénio, acumula-se no sitio da lesdo transformando-se em uma matriz de fibrina na
presenca de trombina e cdlcio. Essa matriz natural serve de suporte para o crescimento do
axonio e a multiplicagdo e migragdo das células de Schwann, e pode ser magneticamente
alinhada para melhorar a regeneragdo axonal (84). Sua incorporacao dentro de condutos serve
como carregador de fatores de crescimento e de diversas células, como as de Schwann ou da

medula ossea (61, 62, 85-89).

2.5 Medidas de avaliacao apos lesdo nervosa em modelo animal (rato).

Um adequado método de avaliacdo ¢ fundamental para determinar o tipo de reparagao
nervosa que serd conseguida ap6s uma lesdo. Serd util, se os efeitos que ocorrem na
regeneragao nervosa ficarem claramente evidenciados por ele; além disso, deve ser capaz de
distinguir diferencas existentes nas propriedades dos nervos regenerados (90). Embora o
processo de regeneracdo de um nervo periférico possa ser avaliado mediante uma grande
variedade de formas — como métodos de avaliagdo eletrofisiologica e histologica —, a
avaliacdo funcional continua sendo a maneira mais precisa de aproximar-se ao desfecho
clinico real, considerando o fato da escassa correlacdo existente entre os desfechos histo-
morfométricos, eletrofisiolégicos e os resultados funcionais (5, 90-92). A analise funcional
pode oferecer a melhor e mais inequivoca evidéncia de que o nervo ndo apenas se regenera,
como também restabelece conexdes adequadas com seus o6rgaos alvos, sejam estes sensitivos
ou motores. Essa avaliagdo funcional ¢ relativamente simples de ser realizada em humanos,
pois podem responder perguntas e executar ordens especificas feitas pelos avaliadores, mas

1Ss0 ndo acontece com os animais de experimentacao (93).
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2.5.1 Membro superior

Embora o nervo ciatico tenha sido o modelo de lesdo mais freqiientemente empregado,
vém sendo cada vez mais utilizados modelos de lesdo do membro superior no rato, a fim de se
tentar estabelecer uma maior semelhanga com as lesdes dos membros superiores em humanos.
Isso porque o rato tem a habilidade de pegar e manipular sua comida utilizando seus
antebracos e maos; essa observacdo para a manipulagdo de objetos de formas e tamanhos
diversos pode ser entdo observada e quantificada. O rato pode ser, além disso, treinado para
realizar uma ampla variedade de tarefas de alcance e pegada por meio de mecanismos de
refor¢o condicionado. E preciso considerar que a avaliagdo funcional do membro superior do
rato ¢ complexa, que inimeros testes sdo necessarios para determinar cada uma das

habilidades testadas, e muitas dessas habilidades testadas estao inter-relacionadas.

As complexidades dos movimentos do membro superior sdo evidenciadas pelo grande
numero de provas que tém sido desenvolvidas para estudar alguma alteracao sutil. Uma delas,
por exemplo, ¢ o alcance de pegada de comida ou objetos. Neste teste, gaiolas que dificultam
a tarefa de pegada sdo empregadas, assim como um bracelete que isola 0 membro do rato a
ser utilizado, para que seja possivel estudar o movimento por video e o decompor em

diferentes componentes.

Outro teste usado com freqiiéncia ¢ a forca da pegada, medida por meio de um
dinamometro ou balanga, que determina a forca utilizada ou o peso levantado pelo animal
quando pega um objeto até que ele o solta, habitualmente mantendo preso o animal pela sua

cauda.

2.5.2 Membro inferior

O nervo ciatico de rato ¢ o modelo de lesdo de nervo periférico mais usado e bem
estabelecido (3, 93, 94). O rato ¢ um animal que apresenta inumeras vantagens — ¢ docil, tem
porte pequeno, ¢ facil manuseéd-lo, cuidar dele, pode ser hospedado em dependéncias de
pequeno e¢ médio porte, baixo custo e conta com aceitagdo social como animal de

experimentacdo. Além disso, € possivel contar com animais geneticamente idénticos através
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de linhagens ja estabelecidas de ratos isogé€nicos, 0 que minimiza o impacto da diversidade
genética de outros animais. Também apresentam a vantagem de suas fibras nervosas serem
semelhantes em forma e em nimero as fibras nervosas humanas; e seus nervos sdo de um
tamanho suficiente para produzir uma lesdo e manipular as formas de reparacdo mediante
técnicas microcirurgicas convencionais com relativa facilidade (93). Por essa razdo, existem
inimeros trabalhos que visam melhorar as formas de avaliagdo quantitativa da regeneragao
nervosa utilizando o modelo de nervo ciatico de rato. Esta dissertacao se limita a discutir uma
das modalidades de avaliacdo funcional, e ndo serdo discutidas outras aproximacdes ao

problema, como estudos eletrofisioldégicos ou morfoldgicos.

Em lesdes de nervo ciatico, a maior experiéncia em medidas de avaliacdo funcional ¢
o indice de fungdo cidtica (Sciatic Function Index ou SFI) estabelecido por Luis de
Medinacelli et al, em Nancy, Franca em 1982 (95) — baseado em pesquisas funcionais, que
interpretavam as distdncias medidas entre os dedos primeiro e quinto, ¢ segundo e quarto,
quando o rato era mantido manualmente em posicao de bipedestacdo (7, 96). De Medinacelli
construiu um corredor de 43 cm de comprimento x 8,7 cm de largura, onde conseguia obter as
pegadas de um rato com lesdo cidtica unilateral, em seu trajeto até uma caixa preta localizada
no final do corredor, que serve como refugio para o animal. O piso do corredor, no seu
modelo, era coberto com uma peca de papel de raios-X. As patas traseiras eram submersas em
revelador — a rea¢do do revelador com o papel deixava marcas das pegadas para posterior
mensuracao de diversas distancias, o que chamou de parametros. Comparou-se, entdo, o lado
operado (experimental), com o lado nao-operado (normal). No relato de Medinacelli, as
distancias medidas foram (1) a amplitude da pegada entre o primeiro e quinto dedo, o que em
inglés ¢ chamado de “toe spread” (TS); (2) a amplitude da pegada entre o segundo e quarto
dedo, o que em inglés ¢ chamado de “intermediate toe spread” (ITS); (3) comprimento da
pegada, que ¢ a maior distancia média entre a ponta do terceiro dedo e a regido do calcanhar,
0 que em inglés é chamado de “print length” (PL); ¢ (4) a maior distincia medida entre a
pegada do lado normal e experimental em um registro consecutivo, o que em inglés ¢
chamado “distance to other foot” (TOF). Esse teste sofreu varias modificagdes posteriores; a
modificacdo de Bain e Mackinnon perdurou no tempo: baseada no modelo matematico de
regressoes lineares multiplas - suprime da formula do SFI proposta por De Medinacelli a
distancia que existe entre a pegada experimental e normal (TOF) (97). Esses autores
estabeleceram medidas especificas para avaliar lesdes do nervo cidtico, do nervo tibial e do

nervo fibular, através da analise de lesoOes isoladas e combinadas feitas nesses nervos. As
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formulas definidas por Bain e Mackinnon sdo mostradas na figura abaixo. O peso de cada
fator foi estabelecido no trabalho de Bain; o autor chama a atenc¢do para o alto valor do
coeficiente para as distancias medidas entre o primeiro e o quinto dedo (TS), que da conta de

mais de 80% do valor total alcangado no SFI.

SF| = -SB.S(EPL-NPL +109.5 ETS-NTS) + 13.3(EIT-NIT -8.8
NPL NTS NIT

TFl = —37.2(EPL- NPL\ +104.4 (ETS - NTS)+ 45.6 (E!T- NIT\ - 8.8
NPL NTS NIT

PFl = 174.9f{ EPL - NPL + 80.3 (ETS - NTS \- 134
NPL NTS

Figura 1 - Férmulas de indices funcionais especificos para diferentes tipos de lesdao
SFI1, indice de fungao ciatica, TFI, indice de func¢do tibial, PFI, indice de fungao
peroneal.

A letra E se antepde para mostrar que a medida pertence ao lado experimental.

A letra N se antepde para mostrar que a medida pertence ao lado normal.
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

3.1 Gerais

Estudar os resultados obtidos com o indice funcional de marcha (SFI) quando utilizado
como método para avaliar recuperacao funcional apods lesdo nervosa em um modelo de perda

segmentar de grande porte em nervo ciatico de ratos.

3.2 Especificos

Avaliar o desempenho do indice funcional de marcha (SFI) no modelo mencionado,

utilizando auto-enxerto como sistema de reparo.

Avaliar o desempenho do indice funcional de marcha (SFI) no modelo mencionado,
utilizando sistema de tubulizag¢do enriquecido com substancias potencialmente favorecedoras

da regeneragdo neural.

Comparar os resultados obtidos com o indice funcional da marcha no grupo tratado

com enxerto com os grupos tratados com sistema de tubuliza¢do, no modelo mencionado.
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4 HIPOTESE

O método do indice funcional da marcha (SFI) pode ser adequado para avaliar

recuperagdo funcional ap6s lesdes de grande porte no nervo ciético de rato.

Hipotese nula: o método nio ¢ adequado para avaliar a recuperagao funcional apds

lesdao de grande porte no nervo ciatico do rato.

Hipoétese alternativa: o método ¢ adequado para avaliar a recuperagdo funcional apos

lesdo de grande porte no nervo ciatico do rato.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento

Estudo experimental prospectivo, controlado e randomizado em ratos Wistar,

exclusivamente destinados para pesquisa.

5.2 Tamanho da Amostra

Ficou estimado que seriam necessarios seis ratos por grupo experimental para se poder
encontrar uma diferenga entre as médias dos grupos de pelo menos 2,3 desvios padrdo no

teste funcional da marcha com um poder (1-f) de 90% e um nivel de significancia de um 5 %.

5.3 Animais

Foram utilizados 35 ratos (Rattus norvegicus) da raca Wistar. Cinco ratos eram
machos, e 30 eram fémeas, adultos jovens entre 2 a 4 meses, isogénicos da linhagem Kyoto,
com um peso entre 220 + 30 gramas, provenientes e mantidos no Laboratério de Habilidades
Meédicas e Pesquisa Cirargica da PUCRS, em condi¢cdes ambientes adequadas para a espécie:
controle da temperatura, umidade, ventilagdo, luz (12 horas dia/12 horas noite), ruido, odores

e interagdo social. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo livre acesso




para agua e alimento, adequado para a espécie em qualidade e quantidade. Os animais ficaram
no biotério do Laboratério de Habilidades Médicas e Pesquisa Cirurgica da PUCRS, aos

cuidados de profissionais com competéncia no manuseio e cuidado de animais.

Foram utilizadas fémeas randomicamente alocadas em 5 grupos experimentais Os
cinco animais machos foram utilizados como doadores de medula 6ssea. Os grupos

experimentais estdo representados na tabela abaixo.

Tabela 1 - Descrigdo dos grupos experimentais

Grupo Descrigao
1 Auto-enxerto (sem tubo)
2 Tubo com fibrina

Tubo com fibrina + células mononucleares de medula 6ssea

3
(CMMO) com fator de crescimento neural

A Tubo com fibrina + células mononucleares de medula dssea
(CMMO) sem fator de crescimento neural

5 Tubo com fibrina e fator de crescimento neural

Fonte: O Autor.

Grupos controles

Grupo 1 (controle positivo): seccdo de 12 mm de nervo ciatico com colocagdo do
mesmo no trajeto seccionado, invertido 180°, como enxerto autdlogo, sem tubo (grupo

controle de auto-enxerto, atualmente considerado o padrao ouro no reparo nervoso).
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Grupo 2 (controle negativo): sec¢do de 7 mm de nervo ciatico com colocagao de tubo
de silicone com gel de fibrina, deixando um defeito de 12 mm de comprimento dentro do

tubo, sem fator de crescimento nem células.

Grupos experimentais

Grupo 3: seccdo de 7 mm de nervo ciatico com colocacdo de tubo de silicone com
células mononucleares de medula 6ssea mais fator de crescimento neural dentro do gel de

fibrina, deixando um defeito de 12 mm de comprimento dentro do tubo.

Grupo 4: seccdo de 7 mm de nervo ciatico com colocacdo de tubo de silicone com
células mononucleares de medula 6ssea sem fator de crescimento neural dentro do gel de

fibrina, deixando um defeito de 12 mm de comprimento dentro do tubo.

Grupo 5: seccdo de 7 mm de nervo cidtico com colocacao de tubo de silicone com
fator de crescimento neural dentro do gel de fibrina, deixando um defeito de 12 mm de

comprimento dentro do tubo.

5.4 Materiais de preenchimento dos tubos

5.4.1 Gel de Fibrina

Um gel de fibrina foi produzido a partir de um produto de fibrinogénio de origem
humana, livre de plasminogénio, comercialmente disponivel, com o nome de Beriplast P®
(ZLB Behring GmbH, Marburg. - Alemanha), modificado no laboratério e enriquecido com
heparina. Foi utilizado como matriz extracelular e como veiculo transportador tanto de células
mononucleares de medula 6ssea (CMMO) assim como de fator de crescimento neural. A

unido da heparina dentro do gel de fibrina permite a fixa¢ao do fator de crescimento dentro da
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matriz ¢ prolonga a bio-disponibilidade do fator durante um maior periodo de tempo,
prevendo a sua rapida difusdo quando colocado livremente dentro do tubo (62, 86, 89, 98).
Uma modificacdo da concentracdo de aprotinina e da relagdo fibrinogénio/trombina com a
formulag¢do original do preparado permitiu melhor adaptagdo das caracteristicas fisico-
quimicas e bioldgicas desta matriz de fibrina para o modelo testado, especialmente quanto a

viscosidade e ao tempo de manipulagdo antes da polimeriza¢ao do produto.

Duas solucdes - A e B-, foram preparadas a temperatura ambiente a partir dos 4
frascos da caixa do produto. A solucdo A continha fibrinogénio liofilizado, preparado do
plasma humano, em uma concentracdo de aproximadamente 90 mg /mL e fator XIII de
coagulagio com aproximadamente 60U /mL (frasco 1), além de aprotinina 66 U/mL. A
solugdo A foi acrescentada heparina sodica (Parinex, Lab. Hipolabor, Brasil), em
concentragdo final de 2,38 pg/ul e fator de crescimento neural (NGF 7S, Gibco Invitrogen)

em uma concentragao de 100 ng/mL.

A solugdo A de fibrinogénio-NGF foi convertida em gel pela adi¢do do mesmo
volume da solugdo B, constituida por cloreto de calcio (5,9 mg/mL) e 66 Ul /mL de trombina

(58, 62).

A polimerizacdo da fibrina aconteceu dentro do tubo em um periodo de 3 a 5 minutos
depois de misturar o mesmo volume da solucdo A com solucdo B, apds ocorreu fixacao do

segmento distal dentro do tubo mediante sutura.

5.4.2 Células mononucleares de medula dssea

Neste estudo, foram utilizados como doadores ratos machos de 2 a 4 meses de idade,
pesando entre 250 e 300 g. Para a obtencdo das células de medula 6ssea, os ratos foram
anestesiados de acordo com o protocolo (ver secdo de procedimentos anestésicos) e
imediatamente sacrificados com sobredose de pentobarbital. A seguir, a tibia, o fémur e o
umero dos animais foram retirados sob uma capela de fluxo laminar, para coletar as cé¢lulas da
medula 6ssea. Dois cortes na regido das epifises possibilitaram a entrada de uma agulha n°
18G na cavidade medular, onde foram injetados 10 mL de DPBS (Dulbecco’s Phosphate

Buffer Saline - GibcoBRL) com 1% de heparina so6dica. O material assim conseguido foi
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ressuspenso e centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos. O pellet foi ressuspenso em
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - GibcoBRL) sem soro, em um volume de
cerca de 4 mL, e apos foi transferido para outro tubo de 15 mL, contendo 4 mL de Ficoll-
Paque (densidade 1.077 g/mL - Amersham Biosciences) (diluicdo Ficoll: meio de 1:1), o que
evitou que as duas fases liquidas se misturassem. Centrifugou-se a 400 g durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, coletou-se o anel de células na interface Ficoll-células,
ressuspendendo-as em DPBS respeitando a diluigdo 1:5 (células: DPBS). Centrifugou-se
novamente a 1500 rpm durante 5 minutos & temperatura ambiente, desprezando-se o
sobrenadante. Esse procedimento teve de ser repetido mais duas vezes a fim de retirar o

excesso de Ficoll, que € toxico para as células.

Apbs a ultima lavagem, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de DMEM, e as células
puderam ser contadas, utilizando Trypan Blue (GibcoBRL) para acessar a viabilidade das
células extraidas. A camara de Neubauer tem sua faixa central em posicdo milimetricamente
determinada abaixo das laterais, de modo que a colocagdao de uma laminula, bem aderida as
bordas da depressdo, origina uma cadmara com volume precisamente determinado. Apos
colocar uma amostra da suspensdo de células nessa cdmara — de modo que ela fosse toda
preenchida, mas sem que houvesse extravasamento —, as células vidveis (ndo coradas) foram

contadas no microscopio.

5.4.3 Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor, NGF)

Foi utilizada a preparacdo do fator de crescimento NGF 7S (Gibco, Invitrogen Corp)
origem murino. Trata-se de um complexo obtido da glandula submandibular do rato, que
contém uma subunidade 2,5 também conhecida como subunidade B (inteiramente responsavel
pelo efeito biologico), acompanhada de subunidades o e y, que parecem proteger a
subunidade B da clivagem enzimética. A solucdo com o fator de crescimento ¢ reconstituida a
partir de um liofilizado, até uma concentragdo de 100 pg/mL; para isso, foi utilizado meio de
cultura estéril (DMEM) adicionado com soro bovino fetal ao 1-2 %. Aliquotas de 0.05 mL
desta solucao foram preparadas em uma mistura de meio de cultura com soro bovino fetal 1-

2%, em uma relacdo 1/10, até alcangar uma concentragdo de 1000 ng/mL. Assim, tomando
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uma aliquota de 100 pL e levando a soluc¢dao até um volume total de 1 mL do preparado da

solucao A, conseguiu-se uma concentragdo final de 100 ng /mL na solugdo A.

5.5 Anatomia do nervo ciatico do rato

Sendo o nervo ciatico o modelo mais freqiientemente utilizado, ¢ importante conhecer
a sua anatomia na hora da aproximagao cirargica. O nervo ciatico ¢ formado pela fusdo dos
nervos lombares quarto € quinto, com ocasional contribui¢ao do terceiro e sexto nervo lombar
(99). Passa pela fenda ciatica, de onde dé& origem ao nervo cutaneo posterior da coxa, que vai
fazer um percurso lateral ao musculo caudo-femoral e medial a cabeca acessoria do musculo
semitendinoso. O nervo ciatico entra, entdo, na parte posterior da coxa, dando neste ponto um
ramo chamado musculo-cutaneo, que passa abaixo do musculo caudo-femoral, dando ao
menos 4 ramos ao lado medial do musculo biceps femoris (100); segue um percurso distal até
a fossa poplitea, onde se divide em 2 ramos terminais — um que entra no aspecto profundo do
musculo semi-membranoso, e outro que entra no tecido adiposo da fossa poplitea. Apds a
emergéncia deste ramo musculo-cutineo, o nervo cidtico da origem a ramos para 0s
extensores do quadril e flexores da perna, continuando seu curso abaixo do musculo gluteo
médio dentro da coxa. Em sua regido médio-distal, o nervo trifurca-se em nervo peroneal ou
fibular, nervo tibial e nervo sural. O nervo fibular tem um trajeto anterior e lateral até o
compartimento anterior da perna, e inerva os musculos tibial anterior, extensor longo dos
dedos e os musculos fibulares. O nervo tibial segue um curso descendente pela regido
posterior do joelho, profundo ao musculo gastrocnémio, inervando além deste, aos musculos
flexores dos dedos e ao musculo tibial posterior. A lesdo do nervo cidtico afeta a fungdo
normal da marcha, alterando principalmente as fases da marcha, a orientacdo do pé, a

distancia entre as pegadas e inclusive a for¢ca com a qual o rato empurra a perna contra o chao.
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Figura 2 — Fotogafia do nervo ciatico do rato (esquerdo).
Exposigdo através da abertura transmuscular.

Sc: nervo ciatico; cp: nervo cutaneo posterior da coxa;
mec: nervo musculo-cutaneo;

sl: nervo sural lateral; fib: nervo fibular;

ti: nervo tibial; su: nervo sural.

5.6 Procedimentos Peri-operatorios

Todos os procedimentos cirtirgicos foram realizados pelo mesmo cirurgido (o autor).
Os animais de experimentacdo passaram por um periodo de aclimatacdo de no minimo 8

semanas antes da cirurgia, ja que sdo criados dentro do mesmo laboratério.
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5.6.1 Procedimento Anestésico

Foi administrada anestesia intraperitoneal com uma solu¢do constituida por 0,2mL de
Cloridrato de Clorpromazina (Clorpromaz 5mg /mL) + 0,8mL de Ketamina (Ketamin-S(+),
50 mg /mL, Cristalia, Brasil) na dose de 0,3mL de solugdo /100 gramas de peso corporal do
rato (o que ¢ equivalente a 0,3 mg de Clorpromazina +12 mg de Ketamina /100 g. de peso
corporal do rato). Foi realizada a tricotomia na area de acesso cirirgico sobre o nervo ciatico
direito. Doses de manutengdo anestésica foram contempladas para serem ministradas no

transcorrer do ato cirurgico, conforme necessario (metade da doses inicial).

5.6.2 Procedimento Cirargico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados utilizando técnicas assépticas com a
ajuda de um microscopio de dissec¢do microcirargica (D.F.Vasconcellos, Sao Paulo, Brasil)

para a realizacgao tanto da dissec¢do como da reparagdo microcirurgica.

Foram criadas perdas de substidncia de grande porte no nervo ciatico dos ratos e
interposto um tubo de silicone ou enxerto autélogo de nervo, conforme cada grupo do estudo.
As células e o gel contendo ou ndo o fator de crescimento neural foram colocadas no interior
do tubo de silicone, em contato com as duas extremidades do nervo lesionado, de forma que

se constituisse uma camara, onde os preparados ficaram contidos.

Sob anestesia geral, cada rato foi posicionado em decubito lateral esquerdo, e uma
incisdo longitudinal foi realizada, 3 mm paralela e posterior ao eixo do fémur direito, desde o
tubérculo maior do fémur até a regido postero-lateral do joelho; a pele foi retraida, e o
musculo gluteo e biceps femoral foram divididos mediante uma dissec¢ao romba paralela as
suas fibras com dissec¢do cuidadosa até que o nervo ciatico fosse visualizado em toda a sua
extensdo. No caso de utilizagdo de modelo de auto-enxerto, foi realizada a seccdo de um
segmento de 12 mm, aproximadamente 5 mm distal & emergéncia do nervo ciatico e 2 mm
acima da trifurcagdo de nervo ciatico na regido distal da coxa, reparando com o mesmo
segmento, invertido 180 graus — este segmento foi utilizado como auto-enxerto, suturado com

2 pontos ao epineuro em cada extremo do enxerto, utilizando fio mono nylon 9-0 (Ethilon®
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Johnson & Johnson Intl., Belgium). No caso dos modelos com sistemas de tubulizagdao, um
segmento de nervo de 7 mm foi retirado da regido acima da trifurcagdao do nervo ciatico, e um
defeito de 12 mm foi criado dentro do tubo de silicone, o qual foi preenchido segundo o
grupo, conforme ja mencionado. O tubo de silicone foi fixado mediante dois pontos de sutura
ao epineuro em cada extremo, utilizando um fio de mono-filamento 9-0 (Ethilon® Johnson &
Johnson Intl., Belgium). Foi realizada primeiramente a fixa¢ao proximal do tubo ao nervo — o
objetivo era deixar a abertura distal disponivel para injetar o gel de fibrina com seus
componentes; €, logo apds a polimerizagdo do mesmo, procedeu-se a sutura do coto distal ao

tubo.

A musculatura ¢ a pele foram aproximadas com polipropileno (Prolene®) 5-0 e fio
mono nylon 4-0 respectivamente (Ethilon® Johnson & Johnson, Brasil). Os ratos foram

mantidos em gaiolas individuais apos as cirurgias.

Durante o periodo de observagao pds-operatodria, foi utilizada uma solucao de 1 mL de

paracetamol em 20 mL de 4gua, para analgesia.

5.6.3 Procedimento de Eutanasia

No momento do sacrificio dos animais, apoés 16 semanas pds operatorio, foram
utilizadas sobre-dosagens de pentobarbital sédico (Tiopental®) de 100 mg /kg intra cardiaca
com o rato previamente anestesiado, sem provocar dor ou outro sofrimento ao animal,
conforme o recomendado na resolucdo N°714, de 20 de Junho de 2002, dos métodos de

eutandsia segundo espécie.

5.7 Teste de analise funcional da marcha

Provas de avaliagdo funcional da marcha foram realizadas semanalmente para cada
rato, a partir da quinta semana de pds-operatorio, mediante o indice funcional de marcha

(SFI). Como ja foi mencionado, este teste entrega informagao quantitativa baseada em uma
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formula que levam em conta diversas mensuracdes feitas nas impressoes das patas do rato
(Figura 3) ao caminhar em um corredor de madeira, em cujo fundo havia uma casinhola

escura para abrigo do animal.

..‘ — " — ' ’

TS

'.I ]

Normal Experimental

Figura 3 - Medidas usadas na determinacao do indice funcional da marcha.
Fonte: Adaptado de Monte-Raso, Barbieri, 2008.

Para a obtencdo das pegadas, utilizou-se um corredor mais comprido (80 cm) do
utilizado por Medinacelli (43 cm), pois permitiu obter um maior nimero de pegadas com uma
s0 passagem pelo corredor. Obteve-se um total de 14 pegadas em média, 7 para o lado

operado e 7 para o lado normal, no lugar das 8 pegadas no corredor cléssico (Fig.4 e 5).
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Figura 4 - Corredor classico de Medinacelli, de 40 cm de comprimento.
Fonte: O Autor.




Figura 5-Corredor comprido utilizado pelo autor para obter registro das pegadas (80 cm).
Fonte: O Autor.
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Uma fita de papel de igual dimensao a largura do corredor ajudou a manter o papel in
situ durante o transcurso da marcha do animal, evitando qualquer tipo de dobradura que

pudesse alterar a mensuracao da pegada.

O animal foi segurado pelo tronco e pela cauda enquanto uma segunda pessoa pintava
as patas traseiras com um pincel macio, utilizando uma mistura de uma medida tinta Nanquim
de alta qualidade com duas medidas de cola escolar ndo-toxica, o que deixa uma tinta densa
mais aderente na regido plantar do rato. Escolheu-se este método como o mais eficiente
depois de usar outros métodos — como tinta de carimbo ou papel impregnado com azul de
bromofenol, este Gltimo apresentou problemas de difusdo da marca deixada pela solugdo de

agua e sabonete no papel (Fig.6 e 7).

Figura 6-Diferenca entre as marcas de pegadas feitas com tinta Nanquim e cola (esquerda) e as
feitas com azul de bromofenol.
Fonte: O Autor.
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Figura 7 - Contengdo manual para pintar as patas do rato.
Fonte: O Autor.

Foi considerada a férmula proposta por Bain (97), ¢ medidas foram obtidas uma vez
que o registro de cada uma das fitas de papel foi avaliado por 2 observadores treinados. Apds,
foram determinadas quais impressdes apresentavam caracteristicas bem definidas para serem
medidas, resultando no minimo 2 e no maximo 3 pegadas, selecionadas para cada um dos

lados (normal e experimental) de cada animal (Fig.8).
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Figura 8-Selecdo de pegadas para serem digitalizadas.
Nota-se a variabilidade no registro das pegadas na fita para um mesmo rato.
Fonte: O Autor.
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Uma vez definidas quais pegadas seriam medidas, realizou-se a aquisi¢cao da imagem
digitalizada utilizando um scanner convencional (Genius®”, modelo ColorPage HR7X Slim),
com resolug¢do de 300 pixels por polegada para imagem em preto e branco, em formato de
imagem de alta qualidade (. TIFF), para uma melhor defini¢do das margens das mesmas, ao se
ampliar a imagem. A mensuragdo das distancias foi realizada mediante o software de dominio
publico Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/download.htmL), na tentativa de diminuir a margem
de erro de afericdo que se provoca com as mensuragdes manuais. Os resultados das medidas
foram exportados pelo programa diretamente a uma planilha de calculo de Microsoft Excel,

versdo 2007, Microsoft” Corporation (Fig.9).

] 3 E OUTODro. 11T |
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i

Figura 9-Mensuragdo, no programa Image J, da amplitude da pegada.
Fonte: O Autor.

Como se pode evidenciar no registro da pegada do rato (Fig. 10), a impressdo que a
pata normal deixa pode variar por causa da tinta utilizada; portanto, foi necessario estabelecer

uma convencao para realizar as mensuragdes de uma maneira metddica. A pata normal pode
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apresentar um artefato de medida com uma prolongacao artificial da extensao da pegada (PL),
ao ficar com uma camada de tinta mais grossa, que deixa uma impressao parcial de uma zona
que, na verdade, ndo carrega peso. A area que transfere peso ¢ claramente delimitada em uma
pegada normal por uma zona curva harmdnica na regido posterior do calcanhar, como se

observa na figura 10.

Figura 10-Fotografia da zona de carga na regido plantar do lado normal.

No circulo, esta a seta com a regido a ser desconsiderada na medida.

Pode-se ver que na pegada seguinte, a impressao real da zona de carga ja ndo apresenta esta
distor¢do, motivo que determinou ser considerado um artefato da medida.

Fonte: O Autor.
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5.8 Analises Estatisticas

Foi realizada uma analise descritiva das medidas obtidas nas unidades experimentais e
no resultado calculado do SFI para cada semana estudada, em cada grupo, através da média e
do desvio padriao. As variaveis quantitativas obtidas das analises funcionais foram submetidas
a avaliacao da normalidade e homocedasticidade com os testes de Shapiro-Wilk, Levene e

Mauchly.

Uma andlise de variancia para medidas repetidas com dois fatores - grupo e tempo -
foi realizada através do critério de Wilk’s Lambda para testar interagdo. A hipotese de que
ndo existe diferenca entre os grupos ¢ rejeitada quando o p-valor ¢ inferior ao nivel de
significancia de 0,05. Nos casos em que a hipotese nula foi rejeitada, identificamos quais os
grupos sao diferentes estatisticamente, utilizando para isto o teste de comparagao pds-analise

de Tukey.

Com o objetivo de testar a reprodutibilidade do método realizou se um teste de
concordancia entre as médias obtidas por dois observadores independentes, mediante o teste t
de Student para amostras pareadas. Como medida de efeito foi calculada o tamanho de efeito
padronizado (TEP), que ¢ a razdo entre a diferenca das médias e o desvio padrdo comum (que
¢, por sua vez, a média dos desvios padrao de cada avaliador). O segundo avaliador ndo tinha
experiéncia com o teste, mas possuia claro entendimento das medidas a utilizar. Nao houve
sessdes de comparacdo entre os avaliadores se ndo até completar as medidas de todos os

grupos.

O programa estatistico utilizado foi o SPSS versao 13.0 para Windows.

5.9 Aspectos Eticos

O protocolo com procedimentos em animais de experimentagdo foram submetidos ao
Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul, nio
recebendo alteracdes ou modificacdes nos procedimentos propostos. Em todos os
procedimentos, foram cumpridos cabalmente os preceitos das liberdades do bem-estar animal,

a fim de manté-los livres de fome, sede, desconforto; livres de dor e de doengas; livres para




50

expressar o comportamento natural da espécie; e livres de estresse. Tentou-se reduzir ao

minimo possivel o nimero de animais utilizados, segundo o principio de reducao.

Os procedimentos foram realizados de acordo com os aspectos legais regidos pela Lei
Federal do Brasil N° 6638, de 8 de maio de 1979, assim como pela resolugdo N° 879, de 15
de fevereiro de 2008, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), que dispde

sobre 0 uso de animais na pesquisa.

O método de eutanasia foi escolhido de acordo com as normas reguladoras de
procedimentos relativos a eutandsia em animais, contempladas na resolugdo N° 714, de 20 de

junho de 2002, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).
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6 RESULTADOS

Praticamente a totalidade dos ratos sobreviveu ao procedimento cirargico. Contudo,

um rato do grupo 3 morreu antes de completar a 3* semana, de causa desconhecida, mas

provavelmente infecciosa, tendo em vista que se tratou de uma morte tardia. Este rato ndo foi

substituido. No decorrer das cirurgias, um rato a mais foi adicionado no grupo 5, na

expectativa de enfrentar outra possivel perda, situacao que nao aconteceu. O numero de ratos

que completaram a experiéncia foi 30, como se pode observar na tabela abaixo, que mostra a

distribui¢do por grupos.

Tabela 2 - Distribui¢ao de animais por grupo experimental e por perdas

G n° ratos n° de n° ratos
rupo
que iniciaram perdas que terminaram

1 6 0 6

2 6 0 6

3 6 1 5

4 6 0 6

5 7 0 7

Fonte: O Autor
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ApoOs 16 semanas, 21 dos 24 animais com tubo falharam em reconstituir nervo
(87,5%). Todos os animais com auto-enxerto demonstraram adequada integracdo do mesmo
Nos trés animais em que uma ponte de nervo cresceu dentro do tubo, o SFI nao

evidenciou mudancgas que demonstraram recuperagdo funcional.

Realizaram-se 351 testes de marcha de um total de 360 programados (97,5%), com um
total de 510 registros em fita de papel. Uma das datas do teste foi omitida por erro, na sexta
semana, no grupo 2 (seis ratos); e trés registros do rato denominado “rato 31” foram omitidos
durante as primeiras trés semanas, ao ser confundido como pertencente a outra pesquisa por
causa do numero conferido a ele. Todos os outros ratos obtiveram registro adequado, nas

datas programadas.

O ntmero de registros em papel foi maior do que o dos testes programados, pois em
média o teste foi repetido em 45% dos procedimentos, para obter melhor impressdo das
pegadas no papel, e assim serem medidas adequadamente. A decisdo de repetir o registro foi

feita no momento da realizagdo do teste pelo pesquisador a cargo.

Em média, um nimero total de 14 pegadas foi registrado por cada fita de papel,
numero que variou de acordo com a velocidade com que o rato progrediu no corredor — menor
na medida em que o rato avangava mais rapido, ¢ maior na medida em que o rato avancava
mais devagar ou apresentava detencdes no trajeto. As melhores impressoes foram obtidas no
momento em que o rato fazia um percurso rapido, e a velocidade era constante, demorando
em média menos de 10 segundos para finalizar o percurso. Das 14 pegadas, no minimo duas
pegadas de cada pata (normal e experimental) foram escolhidas para serem digitalizadas e
logo medidas. Como ja dito, foram necessarios mais registros das pegadas, quando a
qualidade deixava margem de dividas quanto a defini¢do, situacdo que aconteceu com mais
freqiiéncia na medida em que os ratos progrediam em semanas de evolucdo e apresentavam
deformidades em garra (ndo - fixa) dos dedos (Fig. 11), junto com um desvio do polegar para
a linha média, colocando-o praticamente alinhado com o dedo indicador (Fig. 12). Nao houve
diferengas entre os grupos quanto a necessidade de repetir as medidas para obter pegadas —

houve no maximo 5 repeti¢des para um so teste.
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Figura 11- Deformidade dos dedos em garra dos dedos do lado operado, apo6s
16 semanas.
Fonte: O Autor.

e S

Figura 12-Aspecto dos dedos na pata normal (esquerda) e na operada (direita).
Pata com tinta logo apés de realizado o teste de marcha.

Observe-se a postura fechada na pata operada (a direita e acima).

Fonte: O Autor.
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A seccao da fita onde se obtiveram as melhores pegadas corresponde ao terco inicial
do corredor, depois de descartadas as primeiras pegadas. Observou-se que, quando o rato era
deixado no inicio do corredor, as pegadas iniciais apresentam variagdes maiores, se
comparadas as pegadas subseqiientes, provavelmente pelo nivel de carga que imprime nas
suas patas traseiras ao descer da mao do operador, aumentando artificialmente a amplitude da
pegada (TS) em até 20%. Como o peso deste fator ¢ significativo na férmula do SFI, pois da
conta de cerca de 80% do valor total do escore - qualquer variagdo do valor traria um impacto
muito alto no resultado - as pegadas iniciais foram sistematicamente descartadas como
medidas validas. Na parte final do corredor, objetivou-se uma nova variacao nas pegadas: os
ratos se detinham espontaneamente antes de entrar na caixa, modificando, assim, a amplitude
da pegada para uma medida maior. Provavelmente tal reacdo se dava por efeito do cheiro
deixado por outros ratos, porém nao foi possivel elimina-lo, mesmo lavando a caixa antes de
repetir a experiéncia com um proximo rato. Assim, a maior parte das pegadas escolhidas se

deu nos primeiros 30 cm do corredor.

A avaliacdo teve de ser permanente no momento em que o teste estava sendo feito,
pois s6 assim se viria a ter pegadas de qualidade, o que foi possivel com a clara compreensao,
por porte dos operadores, do tipo de padrdes de registro necessarios para obter medidas
factiveis. Esse processo demandou uma importante quantidade de tempo: em média, cada
teste demorou 5 minutos por rato na fase de obten¢do do registro adequado. Considerando a
selecdo das pegadas, a realizagdo da digitalizacdo das imagens e sua mensuragdo com o
programa computacional mencionado, o tempo total empregado foi de 20 minutos por cada
rato, em cada semana. Foram necessarias em torno de 170 horas de trabalho, apenas para a

obtencao das medidas que fazem parte deste reporte.

Na avaliagdo semanal das patas dos ratos, ndo foi encontrado em nenhum dos animais
sinal indicativo de automutilacdo. A Unica observagdo desta natureza foi que dois animais
apresentavam uma pequena area de alopecia parcial na zona da cirurgia, apds 14 semanas

(Fig. 13).
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Figura 13 - Zona de alopecia na regido cirtirgica ap6s 14 semanas

A andlise estatistica revelou que os resultados das médias do indice funcional da
marcha apresentavam uma distribui¢do normal, com provas de igualdade de variancia

(homocedasticidade); por esse motivo puderam ser utilizados testes estatisticos paramétricos.

O comportamento dos grupos a respeito do SFI foi semelhante ao longo do tempo,
visto que ndo houve interagdo estatisticamente significativa (Fao; 587) =0,92; p=0, 604). Isso
quer dizer que o comportamento das curvas de progressdo do indice funcional ao longo do
tempo (eixo horizontal) apresenta oscilagdes semelhantes entre os grupos, e a diferenga existe
ao nivel de recuperagdo conseguida (eixo vertical, que representa o valor do SFI alcancado)

(Fig. 14, e Tabelas 3 ¢ 4).
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Figura 14-Resultados das médias em cada grupo, conforme as semanas.
* Ha diferenca estatisticamente significativa entre o grupo 1 e os outros (p [J 0,05).

Considerando os resultados obtidos mediante analise de variancia, ao final do periodo
de observagao de 16 semanas verificaram-se diferengas estatisticamente significativas entre o
grupo 1 de auto-enxerto e todos os demais grupos, ndo existindo diferengas entre nenhum dos

grupos reparados com tubo ( p=0,003).

Analisando o momento em que aparecem as diferengas entre o grupo 1 e os demais
grupos, pode-se apreciar na figura 14 que a primeira diferenga estatistica aparece na sétima
semana, mas torna-se persistente s6 apds 11 semanas, com a exce¢do da 15* semana, em que

por escassa margem ndo se alcangou uma diferenca significativa.

Um fato que merece destaque é a magnitude da variabilidade da estimativa das
médias, representado por seu desvio padrao, produto de um numero escasso de individuos
utilizados — o que permite que medidas que se afastam da média “verdadeira” possam ter
maior peso na média observada, aumentando o desvio padrdo. Outra fonte de variacdo que
representa este desvio e a variabilidade das observagdes, as que de fato se mostram variaveis

dependendo de fatores que serdo discutidos mais adiante.
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Nas paginas seguintes, estdo representadas isoladamente as variagdes obtidas durante
as semanas de observagdo para cada um dos grupos. E preciso notar que, no grupo 1, a 6°
semana representa s6 uma estimagdo da média, ja que estes valores ndo foram coletados. Os
valores nos graficos apresentam uma barra de erro que representa um intervalo de confianga
de 95% para o verdadeiro valor da média, calculado a partir do erro padrdo (outra estimativa,
que divide o desvio padrdo pelo nimero de individuos na amostra). Quanto mais estrita for
esta margem de erro, mais precisa ¢ a estimativa, e fica mais facil encontrar uma diferenca
com outra média, uma vez que suas areas de rejei¢do ndo se superpdoem. O grupo 2 apresentou
menor margem de erro nas médias; e os grupos 1, 3,4 ¢ 5 apresentaram uma margem de erro

muito grande, se for considerada a amplitude em que oscilam os resultados.
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Figura 15-Resultados do teste de marcha no grupo de auto-enxerto (grupo 1).
Resultados apresentados como media do grupo com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 16-Resultados do teste de marcha no grupo de fibrina (grupo 2).
Resultados apresentados como média do grupo com intervalo de confianca de 95%.
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Figura 17-Resultados do teste de marcha no grupo de fibrina + CMMO +NGF (grupo 3).
Resultados apresentados como média do grupo com intervalo de confianca de 95%.
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Figura 18-Resultados do teste de marcha no grupo de fibrina + CMMO (grupo 4).
Resultados apresentados como média do grupo com intervalo de confianga de 95%.
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Figura 19-Resultados do teste de marcha no grupo de fibrina + NGF (grupo 5).
Resultados apresentados como média do grupo com intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 3 - Variagao das médias £ DP do indice de escore funcional da marcha segundo

grupo por avaliador 1.

Semanas Grupo
1 2 3 4 5
Pré op. -4 -4 -4 -4 -4
1 -100 -100 -100 -100 -100
5 -74,53+£7,66  -72,48+15,31  -77,2848,99  -80,48+8,14 -79,94+8,24
6 * -75,06+9,46 79,41+6,71 -86,05+6,49 -79,18+7,77
7 -59,87+£7,66  -75,73+5,44  -72,11+13,72  -77,5248,00 -77,57+5,39
8 -68,67+6,07  -75,93+7,23  -77,13£5,04  -79-1948,04 -77,38+8,49
9 -66,85£17,01  -73.03+4,67  -75,15+4,61 -80,83+10,18  -72,56+5,12
10 -62,8549,77  -70,63£10,21  68,21+12,14  -75,32+5,52  -76,04+12,40
11 -53,78+6,47  -74,24+10,59 -77,29+12,70 -74,28+15,45 -64,45+16,46
12 -58,23+13,51  -75,72+12,15  -72,82+£7,50  -78,94+4,78 -68,92+9,54
13 -56,18+13,93  -77,3243,87  -71,29+48,30  -76,17+3,80  -67,14+12,92
14 -55,27£14,80  -76,9244,68  -78,90+9,71  -83,924+7,46 -80,12+7,36
15 -63,36+£6,35  -74,24+894  -76,28+6,97 -77,73£10,79  -76,20+5,44
16 -56,97+12,71  -78,33+4,89  -77,41+8,93  -79,46+8,87  -75,58+11,27

*Perda no registro.
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Tabela 4 - Variacao das médias + DP do indice de escore funcional da marcha segundo grupo

por avaliador 2.

Semanas Grupo
1 2 3 4 5

Pré op. -4 -4 -4 -4 -4
1 -100 -100 -100 -100 -100
5 -79,57+11,71  -75,25+13,81 -77,80+15,57 -79,8349,14  -79,974+5,35
6 * -75,75+6,30  -84,93+7,21  -86,11+£5,52  -81,13+£9,96
7 -64,61£13,96  -76,24+5,73  -78,31%£14,12  -82,45+£7,23  -78,62+8,29
8 -69,55+6,64  -78,20+£8,06  -77,07£8,38  -79-26+£9,53  -76,35+9,49
9 -69,47£17,17  -74,02+4,43  -74,3249.45  -83,71£8,76  -74,05+8,08
10 -65,10£10,11  -71,43£9,79  -66,73£12,21 -76,37+4,98 -71,25+11,34
11 -52,68+8,79  -75,36+10,18 -76,68+12,57 -71,87+12,65 -65,84+13,64
12 -63,43+£15,78 -77,76£13,72  -77,17£8,94  -79,21+5,85  -73,64+8,81
13 -57,29+15,44  -76,76+£527  -71,66£9,41  -80,30+4,02 -65,68+13,31
14 -59,68+15,29  -79,06£8,93  -79,77+£10,68  -84,79+7,55  -79,59+6,87
15 -66,06+9,45  -73,43+9,09 -75,40+15,70 -75,23+12,54  -77,72+6,01
16 -57,20+17,32  -75,69+5,32  -78,34+6,47  -78,41+9,02  -79,78+11,88

*Perda no registro.
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Tabela 5 - Comparacao das médias dos 5 grupos € TEP observadas por 2 avaliadores

segundo a variavel tempo, em semanas de pds-operatorio.

Diferenca de
Semanas Avaliador 1 Avaliador 2 TEP p
Médias (IC 95%)
Média + DP M¢dia + DP
5 -76,9+£9.,9 -78,5+10,8 1,6 (-0,9a4,1) 0,15 0,206
6 -79,9+8,3 -81,948,1 2,0(-0,6 a4,4) 0,24 0,123
7 -72,6£10,3 -76,9£11,4 4,3 (1,5a5,3) 0,39  0,001*
8 -75,747,5 -76,1+8,6 0,4(-1,0a1,6) 0,05 0,599
9 -74,1£10,3 -75,1+10,8 1,0(-0,5a2,5) 0,10 0,176
10 -70,9£10,6 -70,3+10,1 -0,6(-2,6 a 1,5) -0,05 0,590
11 -68,3+14,6 -68,1+14,0 -0,2(-2,0a 1,6) -0,02 0,805
12 -71,2+11,8 -74,1£11,9 2,9(0,4a5,5) 0,24  0,025%*
13 -69,7+11,7 -70,1+12,9 0,4(-1,2a2,2) 0,03 0,560
14 -75,1+£13,4 -76,6+12.,9 1,5(0,2 a 2,8) 0,11  0,025*%
15 -73,6%9,0 -73,6+10,7 0,0(-2,2 a2,2) 0,00 1,000
16 -74,2+12,9 -73,9+13.4 -0,3(-2,4 a2 2,0) -0,02 0,838

* Apresenta uma diferenga estatisticamente significativa.
TEP: tamanho do efeito padronizado, que representa a magnitude da diferenga entre médias
em unidades de desvio padrdao — por exemplo, 0,15 representam 15% do valor do desvio
padrao médio (que ¢ a média aritmética entre os desvios padrao dos dois observadores).




63

7 DISCUSSAO

A utilizagdo de modelos animais continua sendo uma ferramenta importante para
incrementar o conhecimento acerca de condigdes que precisam ser resolvidas na drea médica.
Mas ¢ preciso considerar que sua utilizagdo deve visar a minimizar o numero de animais
utilizados, assim como seu sofrimento; além disso, devem ser utilizados apenas se ndo existir
outra possibilidade de obter informacdes. Alguns procedimentos, tais como reposi¢ao,
refinamento e reducdo, tém norteado a experimentacdo animal hd mais de quatro décadas,
estabelecendo as limitagdes de ordem ética para um adequado uso de animais (101). No caso
de lesdes do sistema nervoso periférico, a utilizagdo destes modelos continua sendo a base
fundamental de aplica¢do de novas descobertas na area de biotecnologia. Neles, sdo testados
diferentes substitutos ao enxerto autélogo de nervo, que podem ser submetidos a provas de
aplicabilidade pratica em animais depois de serem testados in vitro e antes de serem

transferidos para sua utilizagdo clinica em humanos.

Quando se utilizam modelos animais, ¢ fundamental que o experimento tenha uma alta
probabilidade de alcangar os objetivos propostos na pesquisa; esses objetivos devem ter, por
sua vez, uma razoavel chance de contribuir para o bem-estar animal ou humano (situagdo que
ndo se pode colocar em divida, quando se trata de procurar uma resposta para o problema de
lesdo nervosa). Por isso, ¢ fundamental que, quando utilizados animais como modelo, as
provas empregadas para detectar os desfechos sejam as mais precisas e acuradas possiveis.
Isso significa que os testes os quais medem o desfecho consigam medir adequadamente aquilo
que pretendem medir e que seus dados sirvam para poder estabelecer diferencgas entre os

grupos estudados.

O indice funcional da marcha tem sido usado por muitos pesquisadores como o padrdo
ouro para valorizar a recuperagdo funcional apoés lesdo nervosa; porém, seu uso tem sido

associado fundamentalmente a modelos de lesdo do tipo esmagamento, os quais apresentam
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uma alta probabilidade de recuperacao espontanea, alcancando niveis de SFI semelhantes ao

valor considerado normal apds 8 a 10 semanas de observacao.

O indice funcional da marcha, como método de avaliacao funcional, tem sido usado
em modelos de transec¢do por alguns pesquisadores e tem alcancado resultados variaveis. No
caso de uma transec¢do nervosa reparada com auto-enxertos ou com substitutos de enxerto, os
melhores resultados até agora continuam sendo com a utilizacdo de auto-enxertos, com um

potencial de reparacdo muito limitado, ndo alcancando os valores prévios a lesdo (39, 102,

103).

Segundo referido em alguns estudos de lesdo nervosa tratada com enxerto autélogo, o
indice funcional da marcha apresenta uma recuperacao que se inicia em torno da quinta
semana, estabilizando-se em um valor final correspondente a 40% do valor considerado como
normal (8, 104). Em nosso experimento, o valor do SFI no grupo com auto-enxerto alcanca
um valor em torno de 43% do normal, com uma diferenga estatisticamente significativa em
relagdo os grupos com tubo — situagdo alcancada de maneira estavel a partir da 11* semana,
mantendo-se até o final do seguimento, na 16* semana. Em um estudo de seguimento a longo
prazo, foi possivel observar que, em lesdes de transec¢do de nervo ciatico, esta recuperacao ¢
alcangada em torno da 12* semana, e permanece estavel, inclusive apds um ano de
acompanhamento, com um valor de 41% do normal (105), resultado altamente semelhante ao
apresentado por esta pesquisa. O melhor grau de recuperagdo ap6s neurotmese relatado na
literatura foi descrito por Meek (1999) depois de avaliar a recuperagdo funcional em longo
prazo (52 semanas), num defeito de 10 mm no nervo cidtico do rato, reparado utilizando um
sistema de tubulizacdo absorvivel e permedvel, com parede fina composto de um copolimero
biodegradavel. Este autor observou que a recuperagdo motora avaliada por SFI inicia-se na
quinta semana e, logo ap6s 15 semanas, apresenta um indice de recuperacdo de 70%, no
entanto se estabiliza nesse valor, devido a automutila¢do, que impede posteriores melhorias.

Resultados semelhantes a este, quanto ao grau de recuperagao funcional, sdo escassos.

E preciso destacar que nosso grupo de animais ndo mostrou sinais de automutilacao, e
mesmo assim ndo houve mudangas significativas no indice de escore cidtico depois da 11*
semana, quando utilizado auto-enxerto. A maior parte dos autores mostra resultados de auto-

enxerto em torno de 30 a 40% do valor de SFI considerado normal (39, 102, 103).

Comparados os resultados quando agrupados em dois grandes grupos — grupo de auto-
enxerto e grupo com tubo —, percebeu-se a estreita margem de valores no SFI entre a melhor

resposta esperada (utilizando-se auto-enxerto) e a pior resposta esperada (auséncia completa
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de regeneracdo, encontrada na maior parte dos grupos com tubo). Esses valores oscilam entre
um maximo de -57 e um minimo de -78, com uma amplitude total de 21 pontos na escala do
SFI. Essa condicdo dificulta a probabilidade de serem encontradas diferencas entre os valores
intermediarios, ja que todos os valores possiveis se encontraram muito proximos,
necessitando utilizar um maior nimero de animais para diminuir a margem de erro ¢ detectar
uma diferenca estatisticamente significativa, mas que muito provavelmente seguird sendo
pouco relevante do ponto de vista clinico, dada a pequena magnitude do efeito final. Dessa
maneira, a utilizacdo deste teste, na condicdo encontrada nesta pesquisa, estara quebrando
dois principios basicos da experimentagdo animal: a redug¢do (minimizar o nimero de
animais), pois requer um alto nimero de animais para detectar uma diferenca, ¢ o fato de o
experimento ter uma razoavel chance de contribuir ao bem-estar animal ou humano (ja que
estaria apontando a detectar uma magnitude do efeito que provavelmente ndo teria maior

relevancia clinica).

Para um melhor entendimento, serdo considerados aqui alguns conceitos de estatistica
basica. Quanto mais precisa for uma medida, menos dispersdo havera em torno da média, e
maior serd a chance de encontrar diferencas em relacdo a outra média, utilizando um menor
nimero de individuos. Se o método utilizado para medir qualquer varidvel ndo for
suficientemente preciso, as oscilagdes encontradas em torno da média serdo mais amplas — e
mais individuos serdo necessarios para reduzir a margem de erro da estimativa. Essa situacao
ocorre com a nossa estimativa; no entanto tentamos determinar se ¢ um problema das

observa¢des muito dispares ou um problema da mensuragao destas observagoes.

Como medida de reprodutibilidade entre observadores, foi calculada a quantia da
diferenca encontrada nas médias do SFI, analisados os resultados globais do SFI por semana
entre dois avaliadores independentes, chamados avaliador 1 e o avaliador 2. Esta diferenca foi
quantificada em unidades de desvio padrio (Tabela 5). Embora existissem diferencas
estatisticamente significativas nas médias nas semanas 7,12 e 14, a magnitude dessa diferenca
em unidades de desvio padrdo foi minima, com escassa relevancia pratica. Portanto, pode-se
estabelecer que os resultados apresentam uma alta concordancia entre as medidas feitas pelos
2 observadores independentes, validando a reprodutibilidade do método de mensuracdo - um
fator a considerar ao se analisar um método que visa ser quantitativo. Nos dados coletados,
destaca-se a presenca de um desvio padrdo muito semelhante entre ambos avaliadores para
cada semana comparada, o que representa muito provavelmente uma medida da variagdo das

observacgdes, e ndo uma variagao das mensuragdes. E provavel que a utilizagdo de um sistema
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de digitalizagdo e posterior medicdo das varidveis utilizando um software de analise de
imagens digital de facil acesso, como Image J, ajudem a reduzir a margem de erro nas
mensuracdes, ao fornecer uma medida mais precisa, ao ampliar a imagem, e utilizar uma

escala de medida com maior sensibilidade.

Conforme os valores de media e desvio padrdo entre dois observadores, apresentados
na Tabela 5, o indice de fungdo cidtico demonstrou uma medida de dispersdo, representada
pelo desvio padrdo médio (a média de todos os desvios padrdo), que alcangou um valor em
torno de 11 (minimo 7,5; maximo 14,6). Tal resultado representa entre 14 ¢ 19 % do valor da
média do SFI do grupo com auto-enxerto ¢ da média do grupo com tubo, respectivamente.
Essa medida, conhecida como coeficiente de variacdo ((DP/média) x 100%), ¢ considerada
alta para um desenho experimental, o qual deveria ter um coeficiente de variacio menor de
10%, representando o grau de imprecisdo da estimativa em torno da média. Assim, dada a
baixa amplitude de valores do SFI no modelo e uma alta imprecisdo da estimativa, aumenta a
possibilidade de se cometer um erro tipo II, que ¢ a probabilidade de ndo encontrar uma
diferenga quando esta realmente existe. Ao incrementar a probabilidade de erro tipo II
(também chamado nivel B), diminui sua probabilidade complementar, representada por 1-3,
que ¢ o poder do teste. Fica mais facil entender agora por que, sob a condigdo de distribuigdo
dos dados encontrados, o teste se apresenta com baixo poder, ou seja, oferece baixa
probabilidade de encontrar uma diferenga entre médias quando esta verdadeiramente existe

(106)(Fig. 20).

Figura 20 - Distribuicao amostral de duas médias, com interposi¢ao de intervalos de confianca.

As linhas verticais representam a area de erro tipo Il ou [, e as linhas horizontais delimitam a area de
significancia, erro tipo I, com a =0,05.

Fonte: Adaptado de Bioestatistica, principios e aplicacdes, Callegari-Jacques, 2003, Pagina 61.
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Exemplificando: para detectar uma diferenca entre as médias de 11 pontos no SFI,
com um desvio padrao igual 11, seriam precisos pelo menos 17 animais em cada um dos
grupos, assumindo um poder de 80%, e um nivel de significancia de 0,05. Se a intencdo fosse
detectar uma diferenga de médias menor — por exemplo, 8 pontos no SFI —, seriam necessarios

em torno de 31 animais em cada grupo, o que claramente vai contra os principios de redugao.

A mesma conclusdo, a respeito da limitagio do SFI, chegou Vleggeert-Lankamp
(2007) em uma revisdo sistematica recente dos métodos de avaliagdo da regeneragdo nervosa
quando utilizados condutos. Analisados 17 trabalhos de regeneracao de lesdo de nervo ciatico
de rato, com defeito minimo de 5 mm, utilizando condutos sintéticos e SFI como medida de
avaliacdo, demonstrou-se que, quando os diversos resultados apresentados sao tratados
estatisticamente utilizando o teste de Fisher, ndo existem diferencas entre os grupos,
estabelecendo que ainda a aparentemente capacidade de discriminar entre grupos sem
tratamento e enxertados foi estatisticamente ndo relevante. Este autor cita dois trabalhos
semelhantes ao nosso, em que ndo houve crescimento do nervo dentro do tubo; porém os
resultados no SFI foram semelhantes entre os grupos. Conclui que, com base nos dados
apresentados na literatura e na revisdo estatistica dos resultados, a utilizacdo do SFI ndo ¢

recomendada como uma medida de avaliagao funcional no futuro (90).

Embora esses resultados apresentem evidencias de deficiéncia no uso do SFI em
modelos de perda nervosa de grande porte, algumas das observacdes apresentadas podem
eventualmente ser consideradas para serem transferidas a um modelo em que o teste de
analise funcional da marcha ¢ adequado, como ¢ o caso de uma lesdo por esmagamento, em
que as amplitudes nos valores entre minimo ¢ maximo permitem detectar diferencas com

menor probabilidade de erro II.

A quantificagdo do indice funcional da marcha depende fundamentalmente da
obtencdo das medidas das pegadas das patas traseiras do rato na medida em que ele caminha
por um corredor. Por isso, se fez necessario aperfeigoar a obtencao de boas pegadas, situacao
que depende de vérios fatores, entre os quais se destacam a ra¢a do animal em estudo, os
fatores do método utilizado para obter as impressdes, a pessoa que realiza o teste, fatores
ambientais que podem mudar o comportamento do animal, assim como fatores proprios do
tipo de lesdo, ente outros. E fundamental lembrar que o processo de escolha das pegadas é
subjetivo, ja que depende da avaliagdo acerca da qualidade da pegada e introduz um
importante viés (de selecdo) em torno dos quais certas medidas podem ser tomadas para tentar

diminuir a margem de erro sistematico. O uso da técnica adequada para realizar o teste de
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analise funcional da marcha foi evoluindo desde o tempo dos testes pilotos até os testes finais.

Algumas consideragdes a respeito deste aprendizado sdao apresentadas a seguir.

Nao se objetivam registros nos quais tenha sido impossivel obter medidas adequadas,
mas sim uma maior tendéncia a repetir os testes na medida em que se avanca na evolucao das
semanas — ¢ mais freqiiente apds 11 semanas no grupo de auto-enxerto ¢ apds 14 semanas no

grupo com tubo.

Entre os fatores que tém a ver com a possibilidade de obter bons registros, ¢ sabido
que o tipo de rato com o qual se trabalha pode influenciar na obten¢do de boas impressdes, na
medida em que o comportamento de autotomia ou automutilagdo, provavelmente como
conseqiiéncia da dor neuropatica, pode levar a mutilagdo dos dedos das patas traseiras, o que
pode vir a interferir com a capacidade de analisar as pegadas, a capacidade da marcha e até
com a sobrevida do animal. Muitos protocolos consideram o sacrificio do animal de acordo
com o grau de autotomia apresentado durante o periodo de acompanhamento pds-operatorio
(107). Em nossa série, utilizando ratos Wistar, ndo se apresentaram sinais de autotomia ou
automutilagdo durante as 16 semanas de seguimento, e nenhum tipo de preparo topico foi
utilizar para evitar a automutilagdo (108), provavelmente determinado pelo fato de terem sido
animais fémeas, que apresentam um menor percentual de autotomia quando comparados com
os machos (107). Outro possivel fator pode ser a raca. Em um modelo com lesdo segmentar
reparado com tubo biodegradavel, também utilizando ratas Wistar, tampouco se apresentaram
sinais de automutilagdo (41). Essa caracteristica também ¢é reportada por outros autores em
ratas Lewis, as que ndo apresentam sinais de automutilagdo apds cirurgia. No entanto, em

ratos Sprague-Dawley, o percentual de autotomia pode alcangar até 50% (109).

Os nossos resultados de auséncia de autotomia em todos os ratos, no entanto com
desfechos diferentes, nos faz discordar da hipdtese apresentada por alguns autores de que a
taxa de autotomia pode ser utilizada como um método para comparar diferentes técnicas de
reparacao (94, 110). Essa discordancia ¢ também apoiada por uma revisdo sistematica dos

métodos de avaliagdo de regeneragdo nervosa, quando utilizados modelos de tubulizagdo (90).

Quando analisados os resultados dos dois métodos utilizados para obter as impressoes
para este trabalho, percebeu-se que, quando utilizado o método de tinta nanquim mais cola, o
registro apresentou uma clara defini¢ao da pegada, que nao se modifica com o decorrer do
tempo, situagdo que ndo acontece quando utilizado papel impregnado com azul de
bromofenol, o qual apresenta distor¢do das margens das pegadas depois de obtidas, por efeito

da difusdo da solucao aquosa no papel. Nao foi observada nenhuma reagdo adversa do animal,
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quando utilizada tinta nanquim com cola , o qual se apresentava livre da tinta apds algumas

poucas horas.

Quando comparados o método de tinta e papel com outros métodos recentemente
reportados na literatura, como a utilizacdo de um registro de postura estatico (111) ou registro
da marcha em video (94, 112, 113), os resultados alcangados s3o semelhantes; porém, o
registro em video fornece maior gama de varidveis possiveis de registrar, como o
posicionamento da pata, a presenca de arraste da mesma, rotacdo do pé, duragdo das fases da
marcha, entre outras, o que permite avaliar de maneira mais completa o movimento do
membro inferior, por isso tem sido recomendado como uma melhor alternativa aos métodos

tradicionais (90).

Introduziram-se algumas modificagdes ao modelo proposto por de Medinacelli —
alteracdo do comprimento do corredor de madeira por um maior, com o objetivo de
conseguir-se uma area mais extensa para se obterem pegadas, apenas com uma passagem pelo
corredor, situagdo que teve como conseqiiéncia o aumento significativo do numero de pegadas
registradas por cada passagem no corredor (14 em lugar de 8), o que poderia contribuir para
diminuir o numero de tentativas realizadas para obter um numero adequado de pegadas

fativeis de serem medidas.

As deformidades das patas e as alteragdes da marcha como conseqiiéncia das mesmas,
podem impedir uma adequada mensuragdo das medidas que fazem parte do indice funcional
da marcha, segundo descrito por véarios autores (114, 115). Entre as caracteristicas mais
comentadas estdo a deformidade em inversdao ou eversdo da pata, deformidade em garra dos
dedos e contratura articular em flexao das articulagdes interfalangeanas, o que determina que
uma grande quantidade de registros seja catalogada como nao-avaliaveis, e que sejam
atribuidos a estes os registros os piores valores possiveis da escala (94). Essas condi¢des sao
quase impossiveis de serem quantificadas pelo método de tinta e papel, mas ¢ relativamente
facil objetiva-las em video. Algumas das deformidades que foram evidentes em todos os
grupos foram a contratura em flexdo das interfalangianas e a contratura em aducao do polegar,
sem serem deformidades fixas ao final das 16 semanas de avaliacdo, tornando possivel uma
correcdo manual da garra sem resisténcia articular evidente. Essas deformidades, que se
apresentaram de maneira mais precoce no grupo com auto-enxerto, sdo evidentes a partir da
semana 11, dado comparado com o dos grupos com tubo que apresentaram esta deformidade
proxima da 14 semana. E, como ja se mencionou, sua presenga estd associada a realizag¢do de

um maior numero de registros para se obter pegadas. Teoricamente, se fosse possivel evitar
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ou prevenir essas deformidades, o método poderia ter melhor desempenho para detectar
diferencas de regeneracdo, o que se alcangaria com algum dos programas de treinamento que

parecem aperfeicoar a regeneragao nervosa(116).

A decisdo tomada no inicio do experimento em ndo realizar mensuragdes do indice
funcional de marcha durante as primeiras 4 semanas foi baseada na auséncia tedrica de
possibilidade de existir uma regeneragdo nervosa neste escasso periodo de tempo,
considerando uma lesdo de 12 mm de comprimento. Além disso, considerou-se o estabelecido
por outros pesquisadores a respeito da interferéncia do procedimento cirurgico na marcha do
rato e a grande dispersdo de resultados apresentados nas primeiras trés semanas numa lesdo
do tipo esmagamento, o que torna dificil interpretar qual seria o verdadeiro resultado (93, 117,
118). Esta situacdo poderia, teoricamente, estar resolvida apos a terceira semana no caso de
uma lesdo do tipo axonotmese, por isso se considerou pertinente aumentar a0 menos uma
semana no caso de uma lesdo do tipo neurotmese. Embora esta decisdo fosse tomada no
planejamento do experimento, uma informagdo valiosa foi perdida em relacdo ao grau de
déficit funcional real que ¢ alcancado apos a lesdo, o que foi conceituado s6 num valor tedrico
de -100 de SFI. No entanto, nos primeiros testes de marcha feitos, constatou-se um SFI em
torno de -80. Analisando a situagdo nos perguntamos: sera mesmo que o SFI alcanca valores
de -100 e o indice melhora espontaneamente a -80 por uma adaptacdo da marcha ou serd que
sO alcanga um patamar negativo em torno de -80 desde o inicio e se mantém constante no
tempo? Considerando este valor de -80 como maxima queda no escore, o percentual de

melhoria até um valor de -57 teria sido s6 de 29% e nao de 43%.

A validez destas observacdes precisa ser testada em futuras pesquisas, sempre
pensando em aperfeigoar as formas de avaliagdo da recuperagdo nervosa que permitam

aproximar-nos a melhores alternativas de tratamento para esta grave lesdo
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8 CONCLUSOES

No modelo de perda segmentar de grande porte (12 mm) no nervo cidtico de rato:

Quando utilizado auto-enxerto (padrdo ouro) como método de reparagcdo nervosa, o
indice funcional da marcha demonstra uma recuperagao funcional limitada, em torno de 43%
do valor normal (SFI de -57), o que ¢ alcangado a partir da 11* semana, sem apresentar

variagOes apos esta data.

Quando utilizado um sistema de tubulizagdo como método de reparo, o indice
funcional da marcha ndo mostra variagdes no periodo de observagdo: mantém-se estdvel em

um valor de SFI em torno de -78, resultado que representa a auséncia de efeito regenerativo.

A utilizag@o do indice funcional da marcha ndo permite discriminar entre animais que
apresentaram crescimento de nervo dentro do tubo e animais que ndo apresentaram
regeneragdo nervosa, o que evidencia que tal método carece de sensibilidade para este

importante desfecho.

Embora exista uma diferenca estatisticamente significativa entre a maxima
recuperagdo possivel (auto-enxerto) e a falta absoluta de efeito (tubo sem regeneracdo), a
estreita amplitude de valores existente entre eles deixa pouca margem para encontrar
diferengas nos resultados intermédios, quando associados a um grau de imprecisdo da
estimativa importante (representado pelo alto coeficiente de variagdao), o que determina que

este método apresente um baixo poder para detectar diferencas.

Com base na observagdo descrita, ndo se pode rejeitar a hipotese nula: o indice
funcional da marcha ndo ¢ um método adequado para diferenciar niveis de recuperagdo

funcional apos perdas segmentares em nervo ciatico de rato.

Tais constatagdes indiciam que outras medidas funcionais, mais precisas € com maior
poder, deverdo ser encontradas para avaliar adequadamente a regeneragdo nervosa neste tipo

de modelo.
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UTILIZACAO DO TESTE DE ANALISE DA MARCHA APOS LESOES
NERVOSAS SEGMENTARES EM NERVO CIATICO DE RATOS

RESUMO

Introducio: O indice funcional da marcha (SFI) ¢ o método de avaliagao mais utilizado
apos lesdes do nervo cidtico em ratos; porém seu uso em modelos de neurotmese tem
sido questionado. O objetivo do presente trabalho foi estudar o desempenho do SFI, em
um modelo de transec¢ao nervosa.

Métodos: Foram utilizados 30 ratos Wistar, divididos em cinco grupos, nos quais se
realizou uma lesdao com perda de 12 mm. A perda foi reparada com tubo de silicone
enriquecido com sustancias potencialmente promotoras da regeneragdo nervosa ou
enxerto. O SFI foi medido entre as 5° e 16° semanas ap0s a cirurgia.

Resultados: Apds 16 semanas, 21 dos 24 animais com tubo falharam em reconstituir
nervo (87,5%). Nos trés animais em que um nervo cresceu o SFI ndo evidenciou
mudangas que demonstraram recuperacao.

Conclusdes: O SFI ndo ¢ um método adequado para avaliar regeneragdo nervosa apos
grandes defeitos cidticos em ratos.

Palavras-chave: nervo ciatico, regeneracio nervosa, experimentacio animal, avaliacio de
resultado de intervencdes terapéuticas, adesivo tecidual de fibrina, fator de crescimento

neural

ABSTRACT

Introduction: The Sciatic Function Index (SFI) is the most employed method of
evaluation after sciatic nerve injury in rats; however, its use has been questioned in
models of neurotmesis. The objective was to study SFI behavior in a transection model.

Methods: Thirty young adult Wistar rats were divided in 5 groups, in which a nerve
gap was created, with a gap of 12 mm. The nerve gap was repaired using autograft, or
silicone nerve conduits, filled with agents potentially promoters of nerve repair. A SFI
was recorded each week since the fifth until the sixteen, after surgery.

Results: After 16 weeks 21 of 24 animals with conduits failed to reconstitute a nerve
(87,5%). Of the three animals that showed nerve bridging inside the conduit, the SFI
score had not changes that demonstrated improvements

Conclusions: The SFI is not a reliable method to measure nerve repair after large nerve
gaps in rats.

Key-words: sciatic nerve, nerve regeneration, animal experimentation, evaluation

of results of therapeutic intervention, fibrin tissue adhesive, nerve growth factor.
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INTRODUCAO

As lesdes dos nervos periféricos sdo um tipo de problema encontrado com

freqiiéncia na atividade clinica didria; e pelo geral ocasionam déficits funcionais
significativos na populagdo afetada. Embora a maior parte dessas lesdes ndo coloque em
risco a vida dos pacientes, apresentam um alto impacto sécio-econémico (1, 2).
Um dos grandes problemas ¢ a dificuldade para se quantificar o processo de
regeneragdo nervosa. Os estudos histologicos, morfométricos, eletrofisioldgicos e as
medidas funcionais de regeneracdo tém sido bem estabelecidos no tempo, mas a
correlagdo entre eles ¢ escassa ou nula. Os estudos de recuperagao funcional apresentam
maior dificuldade em obter medidas quantitativas, mas sdo considerados os mais
significativos na hora de interpretar resultados (3, 4). Um método quantitativo e
reprodutivel apareceu na década de 80 por meio de um sistema que visava avaliar tanto
o nivel de lesdo como o grau de recuperacdo apos lesdes de nervo cidtico em ratos,
mediante as analises das pegadas incorporadas em uma formula, o que foi chamado
indice de fungdo ciatico ou sciatic functional index (SFI). Desde entdo, esse método tem
sido utilizado com muita freqiiéncia como medida de avalia¢ao funcional ap6s lesdes de
tipo compressdo ou axonotmese. Ocorre, porém, que sua real contribuicdo a lesdes
completas do tipo transec¢do ou neurotmese tem sido posta em duvida, pois o método
apresenta problemas para se obterem bons registros das pegadas, conforme o tempo
passa (5, 6).

O proposito do presente trabalho foi estudar o comportamento do teste funcional
da marcha como medida de avaliacao funcional em um modelo experimental de lesao

de grande porte em nervo cidtico de rato.
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MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, controlado e randomizado em
ratos Wistar, exclusivamente destinados para pesquisa, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul
Foram utilizados 35 ratos (Rattus norvegicus). Cinco ratos eram machos, e 30 eram
fémeas, adultos jovens entre 2 a 4 meses, isogénicos da linhagem Kyoto, com um peso
entre 220 + 30 gramas, provenientes e mantidos no Laboratério de Habilidades Médicas
e Pesquisa Cirargica da PUCRS, em condi¢cdes ambientes adequadas para a espécie,
mantidos em gaiolas individuais, recebendo livre acesso para agua e alimento

Foram utilizadas fémeas randomicamente alocadas em 5 grupos experimentais
Os cinco animais machos foram utilizados como doadores de medula dssea. Os grupos

experimentais estdo representados na tabela 1.

Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados utilizando técnicas assépticas com
a ajuda de um microscopio de dissec¢do microcirargica (D.F.Vasconcellos, Sdo Paulo,
Brasil). Foi administrada anestesia intraperitoneal com uma solucdo constituida por
0,2mL de Cloridrato de Clorpromazina (Clorpromaz 5mg /mL) + 0,8mL de Ketamina
(Ketamin-S(+), 50 mg /mL, Cristalia, Brasil) na dose de 0,3mL de solucdao /100 gramas
de peso corporal do rato. Todos os procedimentos cirtrgicos foram realizados pelo
mesmo cirurgido (o autor).

Foram criadas perdas de substancia de grande porte no nervo cidtico dos ratos e
interposto um tubo de silicone ou enxerto autélogo de nervo, conforme cada grupo do
estudo. As células e o gel contendo ou ndo o fator de crescimento neural foram
colocadas no interior do tubo de silicone, em contato com as duas extremidades do
nervo lesionado, de forma que se constituisse uma camara, onde os preparados ficaram
contidos.

No caso de utilizagdo de modelo de auto-enxerto, foi realizada a sec¢do de um
segmento de 12 mm, aproximadamente 5 mm distal a emergéncia do nervo cidtico e 2
mm acima da trifurcacdo de nervo cidtico na regido distal da coxa, reparando com o

mesmo segmento, invertido 180 graus — este segmento foi utilizado como auto-enxerto,
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suturado com 2 pontos ao epineuro em cada extremo do enxerto, utilizando fio mono
nylon 9-0 (Ethilon® Johnson & Johnson Intl., Belgium). No caso dos modelos com
sistemas de tubulizacdo, um segmento de nervo de 7 mm foi retirado da regido acima da
trifurcacdo do nervo ciatico, e um defeito de 12 mm foi criado dentro do tubo de
silicone, o qual foi preenchido segundo o grupo,. O tubo de silicone foi fixado mediante
dois pontos de sutura ao epineuro em cada extremo, utilizando um fio de mono-
filamento 9-0 (Ethilon® Johnson & Johnson Intl., Belgium). Foi realizada primeiramente
a fixacdo proximal do tubo ao nervo — o objetivo era deixar a abertura distal disponivel
para injetar o gel de fibrina com seus componentes; e, logo apds a polimerizagdo do
mesmo, procedeu-se a sutura do coto distal ao tubo.

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais apods as cirurgias. sendo

utilizada uma solucdo de paracetamol para analgesia.
Materiais de preenchimento dos tubos
Gel de Fibrina

Um gel de fibrina foi produzido a partir de um produto de fibrinogénio de
origem humana, livre de plasminogénio, comercialmente disponivel, (Beriplast P*,ZLB
Behring GmbH, Marburg. - Alemanha), modificado e enriquecido com heparina. A
unido da heparina dentro do gel de fibrina permite a fixa¢do do fator de crescimento
dentro da matriz e prolonga a bio-disponibilidade do fator durante um maior periodo de
tempo, prevendo a sua rapida difusdo quando colocado livremente dentro do tubo (7-

10).
Células mononucleares de medula 6ssea

Neste estudo, foram utilizados como doadores ratos machos Para a obtencao das
células de medula 6ssea, os ratos foram anestesiados de acordo com o protocolo (ver
secdo de procedimentos anestésicos) ¢ imediatamente sacrificados com sobredose de
pentobarbital. As células da medula 6ssea foram isoladas por gradiente de densidade
mediante centrifugacdo com Ficoll.-Paque (densidade 1.077 g/mL - Amersham

Biosciences)
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Fator de Crescimento Neural (Nerve Growth Factor, NGF)

Foi utilizada a prepara¢do do fator de crescimento NGF 7S (Gibco, Invitrogen
Corp) origem murino. Trata-se de um complexo obtido da glandula submandibular do
rato, que contém uma subunidade 2,5 também conhecida como subunidade . A solugdo
com o fator de crescimento foi reconstituida a partir de um liofilizado, até u uma

concentra¢do final de 100 ng /mL.
Procedimento de Eutanasia

Foram utilizadas sobre-dosagens de Pentobarbital sédico (Tiopental®) de 100 mg
/kg intra cardiaca com o rato previamente anestesiado, sem provocar dor ou outro

sofrimento ao animal.

Teste de analise funcional da marcha

Provas de avaliagdo funcional da marcha foram realizadas semanalmente para
cada rato, a partir da quinta semana de pds-operatorio, mediante o indice funcional de
marcha (SFI). Este teste entrega informa¢do quantitativa baseada em uma formula
proposta por Bain que levam em conta diversas mensuragdes feitas nas impressoes das

patas do rato ao caminhar em um corredor (11).

SFI =-38.3x% 25 im0 +109.5% LD — NI +13.3x £ =L -8.8
NPL NTS NIT

As distancias medidas foram (1) a amplitude da pegada entre o primeiro e quinto
dedo, o que em inglés é chamado de “toe spread” (TS); (2) a amplitude da pegada entre
o segundo e quarto dedo, o “intermediate toe spread” (ITS); (3) comprimento da
pegada, que ¢ a maior distdncia média entre a ponta do terceiro dedo e a regido do
calcanhar, o “print length” (PL). Para a obteng@o das pegadas, utilizou-se um corredor

mais comprido (80 cm) do utilizado por Medinacelli (43 cm), pois permitiu obter um
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maior numero de pegadas com uma sé passagem pelo corredor. Uma vez definidas quais
pegadas seriam medidas, realizou-se a aquisi¢do da imagem digitalizada utilizando um
scanner convencional (Genius”, modelo ColorPage HR7X Slim), com resolucio de 300
pixels por polegada para imagem em preto e branco, em formato de imagem de alta
qualidade (. TIFF). A mensuracdo das distincias foi realizada mediante o software de
dominio publico Image J (http:/rsb.info.nih.gov/ij/download.html), e as medidas
exportadas pelo programa diretamente a uma planilha de calculo de Microsoft Excel,

versdo 2007, Microsoft” Corporation.

Analises Estatisticas

Foi realizada uma analise descritiva das medidas obtidas nas unidades
experimentais e as varidveis quantitativas obtidas das andlises funcionais foram
submetidas a avaliagdo da normalidade e homocedasticidade com os testes de Shapiro-
Wilk, Levene e Mauchly.

Uma analise de variancia para medidas repetidas com dois fatores - grupo e
tempo - foi realizada através do critério de Wilk’s Lambda para testar interacdo. A
hipdtese de que ndo existe diferenga entre os grupos foi rejeitada quando o p-valor ¢
inferior ao nivel de significancia de 0,05, identificando quais os grupos sao diferentes
estatisticamente, utilizando o teste de comparacao pds-andlise de Tukey.

Com o objetivo de testar a reprodutibilidade do método realizou se um teste de
concordancia entre as médias obtidas por dois observadores independentes, mediante o
teste t de Student para amostras pareadas. Como medida de efeito foi calculada o
tamanho de efeito padronizado (TEP), que ¢ a razdo entre a diferenga das médias e o
desvio padrio comum (que é, por sua vez, a média dos desvios padrio de cada
avaliador).

O programa estatistico utilizado foi o SPSS versao 13.0 para Windows

RESULTADOS
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Praticamente a totalidade dos ratos sobreviveu ao procedimento cirtrgico. O
nimero de ratos que completaram a experiéncia foi 30 (Tabela 2).

Apds 16 semanas, 21 dos 24 animais com tubo falharam em reconstituir nervo
(87,5%). Todos os animais com auto-enxerto demonstraram adequada integracdo do
mesmo

Nos trés animais em que uma ponte de nervo cresceu dentro do tubo, o SFI ndo
evidenciou mudancgas que demonstraram recuperagdo funcional.

Quando utilizado auto-enxerto (padrdo ouro) como método de reparagao
nervosa, o indice funcional da marcha demonstra uma recuperagdo funcional limitada,
em torno de 43% do valor normal (SFI de -57), o que ¢ alcancado a partir da 11*
semana, sem apresentar variagdes apos esta data.

Quando utilizado um sistema de tubulizagdo como método de reparo, o indice
funcional da marcha nao mostra variagdes no periodo de observagao: mantém-se estavel
em um valor de SFI em torno de -78, resultado que representa a auséncia de efeito
regenerativo.

Realizaram-se 351 testes de marcha de um total de 360 programados (97,5%),
com um total de 510 registros em fita de papel. Uma das datas do teste foi omitida por
erro, na sexta semana, no grupo 2 (seis ratos);. Todos os outros ratos obtiveram registro
adequado, nas datas programadas.

O numero de registros em papel foi maior do que o dos testes programados, pois
em média o teste foi repetido em 45% das vezes.

Em média, um numero total de 14 pegadas foi registrado por cada fita de papel e
duas pegadas de cada pata (normal e experimental) foram escolhidas para serem
digitalizadas. Foram necessarios mais registros na medida em que os ratos progrediam
em semanas de evolucdo e apresentavam deformidades em garra dos dedos (Fig.1).

Na avaliacdo semanal das patas dos ratos, nao foi encontrado em nenhum dos
animais sinal indicativo de automutilacao.

O comportamento dos grupos a respeito do SFI foi semelhante ao longo do
tempo, visto que ndo houve interacdo estatisticamente significativa (Fuo. 53,7y =0,92;
p=0, 604). Isso quer dizer que o comportamento das curvas de progressao do indice
funcional ao longo do tempo (eixo horizontal) apresenta oscilagdes semelhantes entre os
grupos, e a diferenca existe ao nivel de recuperacdo conseguida (eixo vertical, que

representa o valor do SFI alcancado) (Fig.2 , e Tabelas 3 ¢ 4).
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Considerando os resultados obtidos mediante analise de variancia, ao final do
periodo de observacdo de 16 semanas verificaram-se diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo 1 de auto-enxerto e todos os demais grupos, ndo existindo
diferengas entre nenhum dos grupos reparados com tubo ( p=0,003).

Analisando o momento em que aparecem as diferengas entre o grupo 1 e os
demais grupos, pode-se apreciar na figura 2 que a primeira diferenga estatistica aparece
na sétima semana, mas torna-se persistente s6 apds 11 semanas, com a excecdo da 15*
semana, em que por escassa margem nao se alcangou uma diferenca significativa.

Como medida de reprodutibilidade entre observadores, foi calculada a quantia da
diferenca encontrada nas médias do SFI, analisados os resultados globais do SFI por
semana entre dois avaliadores independentes, chamados avaliador 1 e o avaliador 2.
Esta diferenga foi quantificada em unidades de desvio padrao (Tabela 5).

Conforme os valores de media e desvio padrdo entre dois observadores, o indice
de fungdo ciatico demonstrou uma medida de dispersdo, representada pelo desvio
padrao médio (a média de todos os desvios padrao), que alcangcou um valor em torno de

11 (minimo 7,5; maximo 14,6).
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DISCUSSAO

A utilizacdo de modelos animais continua sendo uma ferramenta importante para
incrementar o conhecimento acerca de condigdes que precisam ser resolvidas na area
médica.

O indice funcional da marcha tem sido usado por muitos pesquisadores como o
padrdo ouro para valorizar a recuperagdo funcional apds lesdo nervosa em nervo ciatico
de ratos; porém, seu uso tem sido associado fundamentalmente a modelos de lesdo do
tipo esmagamento, os quais apresentam uma alta probabilidade de recuperagdo
espontanea, ap6os 8 a 10 semanas de observagao.

O indice funcional da marcha tem sido usado em modelos de transec¢do com
resultados variaveis. No caso de uma transec¢do nervosa reparada com auto-enxertos ou
com substitutos de enxerto, os melhores resultados até agora continuam sendo com a
utilizagdo de auto-enxertos, com um potencial de reparacao muito limitado (12-14).

Segundo referido em alguns estudos de lesdo nervosa tratada com enxerto
autdlogo, o indice funcional da marcha apresenta uma recuperacdo que se inicia em
torno da quinta semana, estabilizando-se em um valor final correspondente a 40% do
valor considerado como normal (5, 15). Em nosso experimento, o valor do SFI no grupo
com auto-enxerto alcanga um valor em torno de 43% do normal, com uma diferenca
estatisticamente significativa em relacdo os grupos com tubo — situacdo alcancada de
maneira estavel a partir da 11* semana, mantendo-se até o final do seguimento, na 16*
semana. Em um estudo de seguimento a longo prazo, foi possivel observar que, em
lesdes de transec¢ao de nervo cidtico, esta recuperagao alcancada em torno da 12°
semana, € permanece estavel, inclusive apés um ano de acompanhamento, com um
valor de 41% do normal (16), resultado altamente semelhante ao apresentado por esta
pesquisa. O melhor grau de recuperagdo apds neurotmese relatado na literatura foi
descrito por Meek (1999) utilizando um sistema de tubulizacdo absorvivel e permeével,
com parede fina composto de um copolimero biodegradavel. Este autor observou que a
recuperacdo motora avaliada por SFI inicia-se na quinta semana e, logo apos 15
semanas, apresenta um indice de recuperacdo de 70%, no entanto se estabiliza nesse
valor, devido a automutilagdo, que impede posteriores melhorias. Resultados
semelhantes a este, quanto ao grau de recuperagdo funcional, sio escassos. E preciso
destacar que nosso grupo de animais ndo mostrou sinais de automutilagdo, e mesmo

assim ndo houve mudancas significativas no indice de escore ciatico depois da 11*
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semana no grupo com auto-enxerto. O nosso resultado de auséncia de autotomia em
todos os ratos nos faz discordar da hipdtese apresentada por alguns autores de que a taxa
de autotomia pode ser utilizada como um método para comparar diferentes técnicas de
reparagdo (17, 18). Essa discordancia ¢ também apoiada por uma revisdo sistematica
dos métodos de avaliacdo de regeneracdo nervosa, quando utilizados modelos de
tubulizacao (19)

Comparados os resultados quando agrupados em dois grandes grupos — grupo de
auto-enxerto e grupo com tubo —, percebeu-se a estreita margem de valores no SFI entre
a melhor resposta esperada (utilizando-se auto-enxerto) e a pior resposta esperada
(auséncia completa de regeneragdo, encontrada na maior parte dos grupos com tubo).
Esses valores oscilam entre um maximo de -57 e um minimo de -78, com uma
amplitude total de 21 pontos na escala do SFI. Essa condi¢do dificulta a probabilidade
de serem encontradas diferengas entre os valores intermediarios, ja que todos os valores
possiveis se encontraram muito proximos, necessitando utilizar um maior nimero de
animais para diminuir a margem de erro e detectar uma diferenga estatisticamente
significativa, mas que muito provavelmente seguird sendo pouco relevante do ponto de
vista clinico, dada a pequena magnitude do efeito final.

Como medida de reprodutibilidade entre dois observadores independentes, foi
calculada a quantia da diferenca encontrada. Embora existissem diferencas
estatisticamente significativas nas médias do SFI nas semanas 7,12 e 14, a magnitude
dessa diferenca em unidades de desvio padrdo foi minima, com escassa relevancia
pratica.

O indice de funcao ciatico demonstrou uma medida de dispersao, representada
pelo desvio padrdo médio que alcancou um valor em torno de 11. Tal resultado
representa entre 14 e 19 % do valor da média do SFI do grupo com auto-enxerto e da
média do grupo com tubo, respectivamente. Essa medida, conhecida como coeficiente
de variacdo ¢ considerada alta para um desenho experimental, o qual deveria ter um
coeficiente de variagdo menor de 10%, representando o grau de imprecisdo da
estimativa em torno da média

Assim, dada a baixa amplitude de valores do SFI no modelo e uma alta
imprecisdo da estimativa, aumenta a possibilidade de se cometer um erro tipo II, que ¢ a
probabilidade de ndo encontrar uma diferenca quando esta realmente existe. Ao
incrementar a probabilidade de erro tipo II (também chamado nivel B), diminui sua

probabilidade complementar, representada por 1-B, que é o poder do teste. Fica mais
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facil entender agora por que, sob a condi¢do de distribui¢do dos dados encontrados, o
teste se apresenta com baixo poder, ou seja, oferece baixa probabilidade de encontrar
uma diferenca entre médias quando esta verdadeiramente existe (20)

A mesma conclusio, a respeito da limitacio do SFI, chegou Vleggeert-Lankamp
(2007) em uma revisdo sistematica recente dos métodos de avaliagdo da regeneragdo
nervosa quando utilizados condutos. Analisados 17 trabalhos de regeneragao de lesdo de
nervo ciatico de rato, com defeito minimo de 5 mm, utilizando condutos sintéticos e SFI
como medida de avaliagdo, demonstrou-se que, quando os diversos resultados
apresentados sdo tratados estatisticamente utilizando o teste de Fisher, ndo existem
diferencas entre os grupos, estabelecendo que ainda a aparentemente capacidade de
discriminar entre grupos sem tratamento e enxertados foi estatisticamente nao relevante.
Este autor cita dois trabalhos semelhantes ao nosso, em que niao houve crescimento do
nervo dentro do tubo; porém os resultados no SFI foram semelhantes entre os grupos.
Conclui que, com base nos dados apresentados na literatura e na revisao estatistica dos
resultados, a utilizacdo do SFI nao ¢ recomendada como uma medida de avaliagao

funcional no futuro (19).

CONCLUSOES

No modelo de perda segmentar de grande porte (12 mm) no nervo cidtico de rato
o indice funcional da marcha ndo ¢ um método adequado para diferenciar niveis de
regeneragao nervosa. Medidas funcionais, mais precisas € com maior poder, deverao ser

encontradas para avaliar adequadamente a regeneracao nervosa neste tipo de modelo.




99

TABELAS

Tabela 6 - Descricao dos grupos experimentais

Grupo Descri¢ao
1 Auto-enxerto (sem tubo)
2 Tubo com fibrina
Tubo com fibrina + células mononucleares de medula 6ssea
: (CMMO) com fator de crescimento neural
Tubo com fibrina + células mononucleares de medula 6ssea
) (CMMO) sem fator de crescimento neural
5 Tubo com fibrina e fator de crescimento neural

Fonte: O Autor
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Tabela 7 - Distribui¢ao de animais por grupo experimental e por perdas

Grupo n° ratos n° de n° ratos
que iniciaram perdas que terminaram
1 6 0 6
2 6 0 6
3 6 1 5
4 6 0 6
5 7 0 7

Fonte: O Autor
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Tabela 8 - Variagao das médias £ DP do indice de escore funcional da marcha segundo

grupo por avaliador 1.

Semanas Grupo
1 2 3 4 5
Pré op. -4 -4 -4 -4 -4
1 -100 -100 -100 -100 -100
5 -74,53+£7,66  -72,48+15,31  -77,2848,99  -80,48+8,14 -79,94+8,24
6 * -75,06+9,46 79,41+6,71 -86,05+6,49 -79,18+7,77
7 -59,87+£7,66  -75,73+5,44  -72,11+13,72  -77,5248,00 -77,57+5,39
8 -68,67+6,07  -75,93+7,23  -77,13£5,04  -79-1948,04 -77,38+8,49
9 -66,85£17,01  -73.03+4,67  -75,15+4,61 -80,83+10,18  -72,56+5,12
10 -62,8549,77  -70,63£10,21  68,21+12,14  -75,32+5,52  -76,04+12,40
11 -53,78+6,47  -74,24+10,59 -77,29+12,70 -74,28+15,45 -64,45+16,46
12 -58,23+13,51  -75,72+12,15  -72,82+£7,50  -78,94+4,78 -68,92+9,54
13 -56,18+13,93  -77,3243,87  -71,29+48,30  -76,17+3,80  -67,14+12,92
14 -55,27£14,80  -76,9244,68  -78,90+9,71  -83,924+7,46 -80,12+7,36
15 -63,36+£6,35  -74,24+894  -76,28+6,97 -77,73+10,79  -76,20+5,44
16 -56,97+12,71  -78,33+4,89  -77,41+8,93  -79,46+8,87  -75,58+11,27

*Perda no registro.




102

Tabela 9 - Variacao das médias + DP do indice de escore funcional da marcha segundo grupo

por avaliador 2.

Semanas Grupo
1 2 3 4 5

Pré op. -4 -4 -4 -4 -4
1 -100 -100 -100 -100 -100
5 -79,57+11,71  -75,25+13,81 -77,80+15,57 -79,8349,14  -79,974+5,35
6 * -75,75+6,30  -84,93+7,21  -86,11+£5,52  -81,13+£9,96
7 -64,61£13,96  -76,24+5,73  -78,31%£14,12  -82,45+£7,23  -78,62+8,29
8 -69,55+6,64  -78,20+£8,06  -77,07£8,38  -79-26+£9,53  -76,35+9,49
9 -69,47£17,17  -74,02+4,43  -74,3249.45  -83,71£8,76  -74,05+8,08
10 -65,10£10,11  -71,43£9,79  -66,73£12,21 -76,37+4,98 -71,25+11,34
11 -52,68+8,79  -75,36+10,18 -76,68+12,57 -71,87+12,65 -65,84+13,64
12 -63,43+£15,78 -77,76£13,72  -77,17£8,94  -79,21+5,85  -73,64+8,81
13 -57,29+15,44  -76,76£527  -71,66x9,41  -80,30+4,02 -65,68+13,31
14 -59,68+15,29  -79,06+8,93  -79,77+£10,68  -84,79+7,55  -79,59+6,87
15 -66,06+9,45  -73,43+9,09 -75,40+15,70 -75,23+12,54  -77,72+6,01
16 -57,20+17,32  -75,69+5,32  -78,34+6,47  -78,41+9,02  -79,78+11,88

|
*Perda no registro
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Tabela 10 - Comparagao das médias dos 5 grupos e TEP observadas por 2 avaliadores

segundo a varidavel tempo, em semanas de pds-operatorio.

Diferenca de
Avaliador 1 Avaliador 2 TEP p
Semanas Meédias (IC 95%)
Média+ DP  Média + DP
5 -76,9+£9.,9 -78,5+10,8 1,6 (-0,9 a 4,1) 0,15 0,206
6 -79,9+8,3 -81,9+8,1 2,0 (-0,6 a4,4) 0,24 0,123
7 -72,6£10,3 -76,9+11,4 4,3 (1,5a5,3) 0,39  0,001*
8 -75,7£7,5 -76,1+£8,6 0,4 (-1,0a1,6) 0,05 0,599
9 -74,1+10,3 -75,1+10,8 1,0 (-0,5a2,5) 0,10 0,176
10 -70,9+10,6 -70,3+10,1 -0,6(-2,6 a 1,5) -0,05 0,590
11 -68,3£14,6 -68,1+14,0 -0,2(-2,0a 1,6) -0,02 0,805
12 -71,2+11,8 -74,1£11,9 2,9(0,4a5,5) 0,24  0,025%*
13 -69,7+11,7 -70,1+12,9 0,4(-1,2a2,2) 0,03 0,560
14 -75,1+13,4 -76,6£12,9 1,5(0,2 a 2,8) 0,11  0,025*%
15 -73,6£9,0 -73,6+10,7 0,0(-2,2 a 2,2) 0,00 1,000
16 -74,2412,9 -73,9+13.4 -0,3(-2,4 2 2,0) -0,02 0,838
Legenda da Tabela 5

Apresenta uma diferenga estatisticamente significativa.
TEP: tamanho do efeito padronizado, que representa a magnitude da diferenga entre médias
em unidades de desvio padrdo — por exemplo, 0,15 representam 15% do valor do desvio
padrdo médio (que é a média aritmética entre os desvios padrdo dos dois observadores).
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Legenda de Figuras

Figura 1

Titulo de Figura: Deformidade dos dedos em garra dos dedos do lado operado, apds
16 semanas.
Legenda :Fonte: O Autor

Figura 2
Titulo de Figura: Resultados das médias do SFI em cada grupo, conforme as semanas.

Legenda: * H4 diferenca estatisticamente significativa entre o grupo 1 e os outros grupos (p [
0,05).




107

Referéncias
l. Kelsey JL. Upper extremity disorders : frequency, impact, and cost. New York:
Churchill Livingstone; 1997.
2. Yannas IV, Hill BJ. Selection of biomaterials for peripheral nerve regeneration using
data from the nerve chamber model. Biomaterials. 2004 Apr;25(9):1593-600.
3. Munro CA, Szalai JP, Mackinnon SE, Midha R. Lack of association between outcome

measures of nerve regeneration. Muscle Nerve.1998 Aug;21(8):1095-7.

4. Koka R, Hadlock TA. Quantification of functional recovery following rat sciatic nerve
transection. Exp Neurol. 2001 Mar;168(1):192-5.

5. de Medinaceli L. Interpreting nerve morphometry data after experimental traumatic
lesions. J Neurosci Methods. 1995 May;58(1-2):29-37.

6. Varejao AS, Meek MF, Ferreira AJ, Patricio JA, Cabrita AM. Functional evaluation of
peripheral nerve regeneration in the rat: walking track analysis. J Neurosci Methods. 2001 Jul
15;108(1):1-9.

7. Sakiyama-Elbert SE, Panitch A, Hubbell JA. Development of growth factor fusion
proteins for cell-triggered drug delivery. FASEB J. 2001 May;15(7):1300-2.

8. Sakiyama-Elbert SE, Hubbell JA. Controlled release of nerve growth factor from a
heparin-containing fibrin-based cell ingrowth matrix. J Control Release. 2000 Oct
3;69(1):149-58.

9. Lee AC, Yu VM, Lowe JB, 3rd, Brenner MJ, Hunter DA, Mackinnon SE, et al.
Controlled release of nerve growth factor enhances sciatic nerve regeneration. Exp Neurol.
2003 Nov;184(1):295-303.

10. Bhang SH, Jeon O, Choi CY, Kwon YH, Kim BS. Controlled release of nerve growth
factor from fibrin gel. J Biomed Mater Res A. 2007 Mar 15;80(4):998-1002.

11. Bain JR, Mackinnon SE, Hunter DA. Functional evaluation of complete sciatic,
peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat. Plast Reconstr Surg. 1989
Jan;83(1):129-38.

12. Evans GR, Brandt K, Widmer MS, Lu L, Meszlenyi RK, Gupta PK, et al. In vivo
evaluation of poly(L-lactic acid) porous conduits for peripheral nerve regeneration.
Biomaterials. 1999 Jun;20(12):1109-15.

13.  Ahmed M, Jayakumar R. Peripheral nerve regeneration in RGD peptide incorporated
collagen tubes. Brain Res. 2003 Dec 12;993(1-2):208-16.

14.  Valero-Cabre A, Navarro X. H reflex restitution and facilitation after different types of
peripheral nerve injury and repair. Brain Res. 2001 Nov 23;919(2):302-12.

15.  Hall GD, van Way CW, 3rd. A comparison of nerve grafting and tissue expansion
techniques in the rat. Microsurgery. 1994;15(6):439-42.

16. Hare GM, Evans PJ, Mackinnon SE, Best TJ, Bain JR, Szalai JP, et al. Walking track
analysis: a long-term assessment of peripheral nerve recovery. Plast Reconstr Surg. 1992
Feb;89(2):251-8.




108

17. Dijkstra JR, Meek MF, Robinson PH, Gramsbergen A. Methods to evaluate functional
nerve recovery in adult rats: walking track analysis, video analysis and the withdrawal reflex.
J Neurosci Methods. 2000 Mar 15;96(2):89-96.

18. den Dunnen WF, Meek MF. Sensory nerve function and auto-mutilation after
reconstruction of various gap lengths with nerve guides and autologous nerve grafts.
Biomaterials. 2001 May;22(10):1171-6.

19.  Vleggeert-Lankamp CL. The role of evaluation methods in the assessment of
peripheral nerve regeneration through synthetic conduits: a systematic review. Laboratory
investigation. J Neurosurg. 2007 Dec;107(6):1168-89.

20.  Callegari-Jacques S. Bioestatistica, Principios e Aplicagcdes. 1 Ed. Porto Alegre:
Artmed; 2003.




109

ANEXO




	PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO
	DISSERTAÇÃO DE MESTRADO

	PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO
	DISSERTAÇÃO DE MESTRADO

	ABSTRACT
	2.4.2 Células de Schwann 26
	2.1 Anatomia nervosa
	2.2 Fisiopatologia da lesão nervosa
	2.2.1 Resposta do nervo à lesão
	2.3.1 Reparação em casos de defeitos do nervo. 
	2.3.2 Condutos biológicos
	2.3.3 Condutos sintéticos

	2.4 Fatores que podem potencializar a resposta de reparação nervosa
	2.4.1 Fator de crescimento Neural
	2.4.2 Células de Schwann
	2.4.3 Células mononucleares de medula óssea
	2.4.4 Matriz de fibrina

	2.5 Medidas de avaliação após lesão nervosa em modelo animal (rato).
	2.5.1 Membro superior
	2.5.2 Membro inferior

	5.7 Teste de análise funcional da marcha
	5.9 Aspectos Éticos

	8 CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ABSTRACT
	Teste de análise funcional da marcha

	CONCLUSÕES

