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RESUMO

Mesquita IV. Estudo experimental comparativo entre enxerto de nervo convencional e
enxerto de nervo preservado a frio [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2017.

INTRODUCAO: A reparacdo das lesdes de nervos periféricos com perda extensa de
substancia, onde a sutura direta ndo € viavel, ainda apresenta nos dias atuais resultados
variaveis e dependentes de diversos fatores. O tratamento mais comumente utilizado
nestes casos é a auto-enxertia de nervos, com sacrificio de um nervo de outra regido do
corpo, procedimento que, entretanto, pode trazer algumas dificuldades e consequéncias.
Desta forma, a busca por novas técnicas, como a possibilidade de utilizacdo de nervos
preservados em baixas temperaturas, representa um avango inestimavel no campo da
reparacdo de lesdes nervosas. OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi realizar
avaliacOes funcionais, eletrofisiologicas e histomorfométricas que permitam comparar a
regeneracdo nervosa autdégena em enxerto convencional versus enxerto preservado a frio,
em modelo experimental de ratos, ap0s denervacdo a fresco ou conservagdo de um
segmento do nervo em baixa temperatura por 14 dias e por 50 dias. METODOS: Foram
utilizados 20 ratos Wistar de peso e idades aproximadamente iguais, divididos em quatro
grupos de cinco animais. Os grupos 1 e 3 serviram de controle respectivamente para os
grupos 2 e 4, utilizando enxertia de nervo convencional por 14 dias (grupo 1) e por 50
dias (grupo 3). O grupo 2 utilizou enxertia de nervo preservado a 4 graus Celsius em
solucdo Celsior® por 14 dias, enquanto o grupo 4 foi submetido a preservacéo a frio na
mesma solucdo por 50 dias. Foram realizadas anélises funcionais da marcha, anélises de
potenciais evocados e analises histomorfométricas dos animais em diversos momentos.
As analises funcionais utilizaram uma aparelhagem propria para estudo da marcha em
pequenos animais de experimentacdo, denominada catWalk®, que fornece medidas
estaticas e dinamicas da marcha, com pardmetros como a pressdo em relacdo a pata
contralateral e a area maxima da impressao plantar do animal, tendo sido captados os
dados antes do procedimento de retirada do enxerto e apos a realizacao da enxertia, neste

altimo caso com avaliages quinzenais até que tenham sido completados 60 dias de pos-



operatorio. As analises de potenciais evocados motores analisaram a laténcia e a
amplitude dos estimulos nervosos e foram realizadas 60 dias ap0s os procedimentos de
enxertia. As analises microscopicas observaram a contagem de axénios mielinizados e a
area destas fibras nervosas nas regides proximal e distal aos reparos, aos 60 dias ap6s 0s
procedimentos, comparando também as relacGes entre a regido distal e proximal de cada
um destes parametros através dos indices de regeneracdo e mudanca de area.
RESULTADOS: A enxertia com nervo preservado a frio por 14 dias apresentou
resultado funcional semelhante ao seu grupo controle na analise da &rea maxima de
contato e da pressdo méxima de contato da pata operada em todas as avaliagdes. Ja a
conservacao do enxerto a frio por 50 dias resultou em superioridade funcional em todos
as avaliacbes em relacdo a seu grupo controle. Os estudos eletrofisiol6gicos mostraram
cada grupo de enxertia preservada a frio com resultados similares a seu grupo controle,
tanto em relacdo a laténcia, quanto a amplitude nos dois masculos avaliados. As analises
histomorfométricas resultaram em indices de regeneracdo e de mudanca de area
semelhantes na comparacédo entre os grupos 60 dias ap0s os procedimentos de enxertia.
CONCLUSOES: A conservagéo a frio do enxerto de nervo durante 14 dias e durante 50
dias apresentou resultados funcionais da regeneracdo iguais ou superiores aos enxertos
convencionais e resultados eletrofisioldgicos e histoldgicos semelhantes aos respectivos
grupos controle de enxertos convencionais, demonstrando um futuro promissor para a

utilizacao clinica de enxertos preservados a frio em um “banco de nervos”.

Descritores: Nervo ciatico/transplante; Ratos Wistar; Transplante autélogo/métodos;
Transferéncia de nervo/métodos; Degeneracdo neural/fisiopatologia; Regeneracao

nervosa/fisiologia; Sobrevivéncia de enxerto; Criopreservacao.



ABSTRACT

Mesquita IV. Experimental comparative study between conventional nerve graft and cold

preserved nerve graft [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo”; 2017.

INTRODUCTION: The repair of peripheral nerve injuries with extensive loss of
substance, where direct suture is not feasible, at the present time still has variable results
and dependence on many factors. The treatment most commonly used in these cases is
the nerve autograft, with sacrifice of a nerve from another region of the body. This
procedure, however, can sometimes lead to some difficulties and consequences.
Therefore, the search for new techniques such as the possibility of using cold preserved
nerves, is a great advancement in the field of repairing nerve damage. OBJECTIVE: The
purpose of this study was to perform functional, electrophysiological and
histomorphometric evaluations to compare conventional autografts versus cold-preserved
autografts of the sciatic nerves of rats, after fresh denervation or conservation of a nerve
segment at low temperature for 14 days and 50 days. METHODS: 20 Wistar rats of
approximately equal ages and weight were divided into 4 groups of 5 animals. Groups 1
and 3 were treated with a conventional nerve graft after denervation for 14 days and 50
days, respectively; they served as controls for groups 2 and 4, which were treated with
cold-preserved nerve grafts immersed in a Celsior® solution at 4 degrees Celsius for 14
and 50 days, respectively. Functional gait analysis, evoked potential analysis and
histomorphometric analysis of the animals were performed at different times. Functional
analysis used equipment for gait study in small animal experiments, called catWalk®,
which provides static and dynamic measurements, with parameters such as pressure
relative to contralateral paw and the maximum area of the footprint of the animal, and
these data were captured before the graft withdrawal procedure and after grafting, in this
latter case the functional analysis was made every 15 days until they had been completed
60 days after surgery. The motor evoked potential analysis examined the latency and
amplitude of nerve stimuli and was made 60 days after the grafting procedures. The

microscopic analysis measured myelinated axons and the area of these nerve fibers in the



proximal and distal regions to the repair sites at the end of 60 days after the procedures,
also comparing the relationship between the distal and proximal regions of each of these
parameters through the regeneration and area change rates. RESULTS: Cold
preservation of nerve graft for 14 days showed functional results similar to those of its
control group for the maximum contact area and for the maximum pressure intensity of
the operated paw in all evaluations. Cold preservation of nerve graft for 50 days resulted
in functional superiority in all assessments compared with its control group. Cold
preservation of nerve graft for 14 days and 50 days showed electrophysiological results
similar to those of their respective control groups, both in terms of latency, as to the
amplitude in the two muscles evaluated. Histomorphometric analysis showed similar
regeneration and area change rates for all the groups 60 days after the grafting procedures.
CONCLUSIONS: The cold preservation of nerve grafts for 14 days and 50 days showed
similar or superior functional results and similar electrophysiological and histological
results compared with their respective conventional graft control groups, indicating a

promising future for the clinical utilization of cold preserved grafts in a “nerve bank™.

Descriptors:  Sciatic nerve/ transplantation; Rats, Wistar; Transplantation,
Autologous/methods; Nerve transfer/methods; Nerve degeneration /physiopathology;

Nerve regeneration/ /physiology; Graft survival; Cryopreservation.
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1 INTRODUCAO

A reparacgdo de nervos periféricos tem feito muitos avancos nas ultimas décadas:
técnicas microcirargicas foram introduzidas, técnicas de sutura menos agressivas foram
criadas, enxertos de nervos autdégenos se tornaram populares.

A busca por melhores resultados funcionais nas perdas de substancia neural vem
promovendo o surgimento de novas técnicas que visam melhorar a qualidade do resultado
final dos enxertos de nervos, sobretudo nas perdas mais extensas, onde o0s resultados
dependem de diversas variaveis.

Atualmente, o tratamento cirdrgico mais comumente utilizado para a reparacdo das
lesbes de nervos periféricos com perda de substancia, é a auto-enxertia de nervo, ou seja,
a utilizacdo de um segmento de nervo doador do proéprio individuo, que é interposto entre
o0s cotos proximal e distal do nervo lesado, tendo como objetivo preencher o espago entre
tais cotos, diminuindo a tensédo nas linhas de sutura e orientando o0 avango dos cones de
crescimento neurais (Lemos et al., 2008).

Apesar de todos 0s progressos, ainda ndo se consegue resultados de exceléncia em
algumas situacdes nas quais ndo é possivel o reparo dos cotos por afrontamento direto,
especialmente nos casos onde existe uma grande diferenca entre os calibres do nervo a
ser reparado e do nervo a ser utilizado para enxertia (Palhares et al., 2009).

Os nervos sensitivos cutaneos sdo, na maioria das vezes, escolhidos como doadores,
destacando-se os nervos sural, cutdneo medial do antebrago, cutaneo antero-lateral do
antebraco e safeno (Jewett e McCarroll, 1980).

Entretanto, o sacrificio de um nervo de outra regido do corpo sempre traz algumas

consequéncias gque precisam ser consideradas, tais como a possibilidade de infeccédo da



area doadora (10%), cicatrizagdo retardada (12%), dor cronica local (5%), perda de
sensibilidade na regido (44%), parestesia (42%), entre outras menos frequentes
(Staniforth e Fisher,1978; Rappaport et al., 1993; Lemos et al., 2008). Estudos clinicos
de auto-enxertos de nervos demonstram que, na maioria das vezes, 0s pacientes
apresentam recuperacédo funcional incompleta, ao redor de 80% (Frykman e Cally, 1988).
Outra desvantagem € a limitacdo da quantidade ou por¢des de nervos com potencial de
reconstrucéo, em decorréncia da insuficiéncia de material doador, assim como de uma
relativa incompatibilidade entre os didmetros do nervo lesado e do nervo doador, que
pode tornar necessaria a realizacdo de rafias entre fasciculos do nervo lesado e maltiplos
segmentos de nervo doador, aumentando o nimero de suturas locais e, consequentemente,
aumentando o processo inflamatério perineural (IJpma et al., 2006).

A melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos da degeneracdo e da
regeneracdo nervosa possibilita novos métodos de abordagem e melhores perspectivas de
recuperacdo funcional das lesbes nervosas.

Apos a perda de continuidade em um nervo, a regido distal do mesmo sofre um
processo conhecido como degeneracao walleriana, onde a bainha de mielina e os axénios
lesados degeneram-se e sdo fagocitados por macrofagos e células de Schwann, resultando
em um tubo endoneural vazio, que estd pronto para receber o axoplasma regenerado
produzido no corpo celular do neurénio em processo de cromatélise (Sunderland, 1978).
Os macrofagos e as células de Schwann, por sua vez, também sintetizam substancias
fundamentais para a regeneracéo, entre elas interleucinas e fatores neurotroficos (Bruck
e Bruck, 1995). Neste processo, verificam-se os fenbmenos de brotamento axonal e
orientacdo das fibras em crescimento, sob regulacéo de fatores quimiotaticos, e, por fim,

as fibras, ap0s regeneradas, promovem a reinervacao dos orgaos-alvo. Para que esta



sucessdo de eventos ocorra, € necessario a continuidade de um tubo adequado, a presenca
de fatores neurotréoficos e um leito bem vascularizado (Schmidhammer et al., 2004).

Um fator essencial para o sucesso de um enxerto de nervo é garantir adequada
circulagdo sanguinea ao mesmo. Sabe-se que enxertos de nervos convencionais sdo
capazes de passar por um processo de neovascularizagdo rapido o bastante para evitar
danos isquémicos graves ou definitivos, porém antes sofrem um periodo de isquemia que
pode produzir alguma necrose e morte de células de Schwann, acarretando fibrose
intraneural. No caso do enxerto de nervo convencional, uma das formas de se evitar isto
é através de uma adequacéo do calibre do nervo doador a vascularizagéo do leito receptor.
A medida que o calibre do nervo doador aumenta, a capacidade para neovascularizago
alcancar o centro diminui. Evidéncias clinicas e experimentais tém confirmado que existe
um didmetro critico além do qual necrose central sera o resultado. Surgiu entdo o conceito
de que a necrose central pode ser evitada em leitos receptores pobres utilizando-se nervos
cutaneos de didmetro pequeno que, apos colhidos, podem ser depositados em maultiplos
filamentos. A procura por novas técnicas que possam fornecer enxertos de variados
calibres, para minimizar estas dificuldades de vascularizacdo, vém sendo objeto de
pesquisas (Best e Mackinnon, 1994).

Considerando que um leito receptor bem vascularizado é fator essencial para o
sucesso do enxerto e que, em um leito fibrotico, a neovascularizacdo de enxertos de
didmetro maior pode ser incompleta, Taylor e Ham, em 1976, introduziram o uso de
enxertos de nervos vascularizados em leitos receptores cicatriciais, um procedimento,
entretanto, mais complexo e de execucdo mais trabalhosa que a enxertia convencional.
Ao tempo em que estudos experimentais e clinicos demonstram que os enxertos de nervos
vascularizados sdo superiores aos enxertos de nervos convencionais quando colocados

sobre um leito receptor pobre (Breidenbach e Terzis, 1987; Shibata et al., 1988), outros,



ao contrario, concluem que o fluxo sanguineo final nos enxertos convencionais foi
significantemente maior do que o fluxo final nos enxertos vascularizados (Settergren e
Wood, 1984).

Da mesma forma que nas enxertias convencionais, também nas vascularizadas,
além das dificuldades técnicas para colheita do enxerto e do prolongamento do tempo
cirurgico, permanecem as desvantagens de déficits funcionais residuais na regido doadora
e a recuperacdo funcional incompleta em diferentes graus na area receptora (Luchetti et
al., 1990).

Na tentativa de corrigir os fatores que podem levar a maus resultados, diversas
técnicas e materiais tém sido testados na reparacdo nervosa periférica, tendo surgido
pesquisas sobre o uso de enxertos arteriais ou venosos, neurotubos e outros materiais,
organicos ou sintéticos, biodegradaveis ou nao, que possam substituir o enxerto neural
autdlogo com resultados compensadores para o paciente (Frykman e Cally, 1988;
Lundborg et al., 1997). Contudo, estas alternativas tém se mostrado ineficientes na
promocao de um ambiente quimico adequado ao reparo de nervos periféricos (Scabora et
al., 2009).

Estudos mostrando que dentro de culturas de tecidos os axdnios crescem
particularmente bem quando os substratos contém componentes da membrana basal,
especialmente laminina e fibronectina, deram suporte a utilizacdo de enxertos de musculo
esquelético na reparacdo nervosa periférica, considerando que o tecido muscular possui
uma membrana basal com caracteristicas quimicas e composi¢do molecular semelhantes
as das células de Schwann, servindo bem como guia mecanico para o0 crescimento das
fibras nervosas (Fawcett e Keynes, 1986; Norris et al., 1988; Mattar Janior et al., 1990).
No entanto, para aplicacdo desta técnica, ha necessidade de uma preparacao prévia do

enxerto muscular, seja por compressdo mecanica, métodos quimicos, térmicos ou



osmoticos, a fim de eliminar o conteddo sarcoplasmatico e, consequentemente, criar
tubos vazios de membrana basal muscular capazes de receber os axdnios em
regeneracgdo, num processo trabalhoso e, por vezes, ndo completamente eficiente (Mattar
Junior et al.; Glasby, 1990; Santo Neto et al., 1998).

Paralelamente as pesquisas sobre novos tipos de enxertos, desenvolvem-se 0s
principios da conservacdo de tecidos pela hipotermia, que reduz a taxa metabdlica e a
atividade de enzimas e previne o acimulo de produtos toxicos resultantes do metabolismo
anaerobico (Wang et al., 2014). Desde 1949, quando o bi6logo britanico Christopher
Polge descobriu que o esperma tratado com glicerol pode sobreviver ap6s ser congelado
a baixa temperatura, a criopreservacdo tem sido amplamente estudada na conservagéo de
tecidos, com a intencdo de colocad-los num estado em que processos biolégicos séo
suspensos e, apds descongelamento, reativados em sua funcionalidade. Tal método é mais
estudado em populacBes homogéneas de células ou para tecidos de camada Unica de
células, visto que os parametros 6timos para este procedimento (meio de conservacao,
temperatura, tempo de preservacdo) variam para os diferentes tipos de tecidos. Nos
altimos anos, avancos estdo sendo feitos na criopreservacdo de enxertos de nervos
autologos e heterélogos (Hare et al., 1993; Evans et al., 1998; Atchabahian et al., 1999;
Pegg, 2015) e até de membros inteiros (Wang et al., 2014).

Varias pesquisas comprovam a viabilidade das células de Schwann em longo prazo
nos enxertos nervosos preservados em baixas temperaturas (Zalewski et al., 1993; Lemos
et al., 2008; Scabora et al., 2009), algumas das quais inclusive demonstrando que o
infiltrado linfocitario e a antigenicidade de tais enxertos diminui com maior tempo de
congelamento (Gutmann e Sanders, 1943; Tohyama et al., 1990; Atchabahian et al., 1999;

Kohama et al., 2001).



Existem também estudos sobre o uso de enxerto criopreservado de musculo
esquelético na reparagdo de nervos periféricos de animais mostrando que a
criopreservacao € um recurso potencialmente til, visto que ndo alterou a regeneracao
axonal quando comparado ao enxerto convencional (Lenihan et al., 1998; Sabha Janior,
2002).

Apesar de uma grande variedade de técnicas e materiais ja terem sido avaliados
como potenciais enxertos de nervos, até a presente data nenhum demonstrou ser
consistentemente igual no que diz respeito ao resultado funcional quando comparado a
enxertos de nervos autdlogos, que, entretanto, apresentam sempre um certo grau de
morbidade no sitio doador. Em decorréncia disto, mais recentemente vém aumentando o0s
estudos que buscam os melhores pardmetros em termos de formulacdo de solugdes de
armazenamento, temperatura ideal e tempo 6timo de preservagdo, que permitam a criacao
de bancos de nervos para transplante heterélogo.

Por tais motivos, a possibilidade de utilizacdo de enxertos de nervos preservados
em baixas temperaturas representa um avanco inestimavel no campo da reparacdo de
leses nervosas, justificando-se a necessidade de estudos experimentais detalhados com
avaliacOes funcionais, histomorfoldgicas e eletrofisioldégicas em um seguimento de tempo
suficiente, que possam comparar o resultado de tais enxertos conservados a frio com o
resultado de enxertos convencionais e fornecer maiores subsidios sobre a viabilidade
deste procedimento, de modo a criar-se novas perspectivas em direcdo ao armazenamento

de aloenxertos de nervos humanos disponiveis para utilizacao clinica.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo é comparar a regeneracao nervosa em enxerto autélogo
convencional com a regeneracdo nervosa em enxerto autdlogo preservado a frio, em
modelo experimental de ratos, através de avaliacdes funcionais, eletrofisioldgicas e

histomorfométricas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Degeneracao/regeneracdo axonal e evolugdo dos métodos utilizados na

reparacao nervosa periférica

Waller, em 1850, é o primeiro a relatar a capacidade de regeneracdo das fibras do
sistema nervoso periférico, descrevendo uma agdo coordenada neuronal que ocorre apos
lesBes, com vistas a restaurar o equilibrio e a funcdo do mesmo, induzindo alterages nos
mecanismos intracelulares, caracterizados por modificagbes na morfologia dos
constituintes nervosos, tanto proximais quanto distais.

Bunnel e Boyes, em 1939, estudam a reparacdo e enxertia nervosa, descrevendo
técnica que envolve enxerto de membrana cartilaginea e verificando que a regeneracao é
maior na area periférica dos enxertos. Realizam ainda uma série de 32 enxertos nervosos
aut6logos, com os quais conseguem obter o retorno de algumas fungdes, em varios casos
alcancando recuperacao de grau consideravel.

Enquanto as varias tentativas de reparacOGes diretas e enxertos de nervos
convencionais datam de épocas distantes, somente na década de 1970 uma maior
preocupacdo com os resultados funcionais vem a tona, trazendo novas técnicas para a
enxertia nervosa periférica, momento em que os enxertos de nervos vascularizados
comegam a Ser propostos.

Taylor e Ham, em 1976, relatam o primeiro uso clinico de enxerto de nervo
vascularizado: um segmento de 24 centimetros do nervo radial superficial, baseado na
artéria radial, usado para reconstruir um nervo mediano em um caso de contratura

isquémica de Volkmann. Realizam experimentos mais detalhados sobre o tema e,
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aprofundando-se na avaliagdo do resultado funcional de enxertos de nervos
vascularizados colocados sobre leitos fibréticos, concluem serem 0s mesmos a melhor
opcao em leitos receptores ruins.

Gordon et al., em 1979, realizam estudo experimental em ratos, avaliando enxertos
de nervos pré-degenerados, que sdo enxertos nos quais ja se completou o processo de
degeneracdo walleriana, resultando em tubos bioldgicos vazios que, teoricamente,
facilitam o crescimento axonal. Comparam a utilizagdo de auto-enxertos de nervos
frescos e pré-degenerados em lesBes agudas e cronicas, concluindo serem 0s primeiros
mais apropriados para lesdes agudas, enquanto os pré-degenerados mostram-se superiores
nas lesdes cronicas.

Koshima et al., em 1983, tentam reproduzir um leito cicatricial utilizando um
modelo de ferida por queimadura em ratos, com nervos enxertados dentro de tubos de
silicone. Eles demonstram um maior aumento no tamanho e densidade de axénios
mielinizados e uma mais precoce regeneracao de fibras nervosas nos enxertos de nervos
vascularizados quando comparados a enxertia nervosa convencional.

McCullough et al., em 1984, estudam, através de microangiografia e analises
histoldgicas, o efeito da vascularizacdo na regeneracdo axonal em enxertos de nervos
ciaticos de ratos. Demonstram que enxertos de nervos nos quais os pediculos vasculares
sdo deixados intactos mantém um padrdo vascular normal, que ndo é afetado
adversamente por envolver-se o enxerto em luva de polietileno. Enxertos convencionais
ndo vascularizados iniciam um processo de revascularizacdo apods trés dias, que se
completa em nove dias. Entretanto, se estes sdo envolvidos em luva de polietileno, a
revascularizacdo é impedida e, dezenove dias ap0s, o segmento médio do enxerto esta
avascular e necrosado. A taxa de regeneracao axonal é medida eletrofisiologicamente nos

grupos descritos, mostrando uma relacédo linear entre a mesma e 0 tempo pos-enxertia,
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com o processo de crescimento axonal numa taxa média de 1,15 milimetros por dia, ap6s
um retardo inicial médio de 4,85 dias. Ndo ha diferenca significativa na taxa de
regeneracgdo axonal nos grupos estudados.

Restrepo et al., em 1985, em estudo experimental utilizando nervos ciaticos de
coelhos, comparam enxertos de nervos vascularizados com enxertos de nervos
convencionais, realizando analises histolégicas e quantificando a espessura da bainha de
mielina por um programa de computador, correlacionando-a ao grau de regeneragao
nervosa. Os resultados demonstram uma regeneracao mais favoravel quando os enxertos
vascularizados foram utilizados.

Seckel et al., em 1986, ndo encontram nenhuma diferenca entre enxertos de nervos
vascularizados e enxertos de nervos convencionais. Seus estudos utilizam alguns
parametros eletrofisiol6gicos e métodos de contagem de axénios, porém, como boa parte
das pesquisas anteriores, ndo avaliam o resultado final das fungdes sensitiva e motora.

Zumiotti, em 1987, aplica modelo experimental em 14 coelhos, avaliando a
utilizagao de auto-enxertos longos de nervo fibular através de método microcirurgico.
Compara os resultados da sutura convencional em tempo unico (suturas proximal e distal
no mesmo ato cirdrgico) com os da sutura convencional em dois tempos (sutura distal 60
dias apds a proximal). Nao encontra diferenga estatistica no nimero de fibras
mielinizadas, nos segmentos examinados, em ambos os grupos. Conclui que as lesoes
nervosas podem ser tratadas com auto-enxertos e sutura primaria dos cotos.

Lux et al., em 1988, demonstram que nos enxertos de nervos convencionais o
periodo isquémico de aproximadamente 72 horas antes do inicio de uma
neovascularizacao é significante e também que o fluxo sanguineo no primeiro dia de pos-
operatorio de um enxerto de nervo vascularizado é ainda maior do que o fluxo sanguineo

no mesmo nervo em seu local de origem no pré-operatdrio.
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Shibata et al., em 1988, comparam os resultados funcionais de enxertos de nervos
convencionais com enxertos de nervos vascularizados em um leito receptor normal em
dois grupos de 20 coelhos cada, com avaliagdo pds-operatdria apos 10 e 24 semanas.
Velocidade de conducdo nervosa, area de potencial de acdo, didmetro axonal e peso
muscular ndo demonstram diferencas significantes, mas a contagem de axonios e a forca
muscular mostram-se superiores nos enxertos de nervos vascularizados na avaliagéo de
24 semanas.

Mattar Junior, em 1989, realiza estudo experimental comparativo entre sutura
epineural e reparo de adesivo de fibrina humana. Utiliza nervos ciaticos de ratos da
linhagem Wistar, comparando os grupos por andlise histomorfométrica e por testes de
resisténcia a tragdo, concluindo que ambas as técnicas resultam em semelhante nimero
de fibras mielinizadas, porém o adesivo de fibrina apresenta menor resisténcia a tracao.
Ressalta que esta Ultima técnica simplifica o procedimento de reconstrugdo de nervos
periféricos.

Mattar Janior et al., em 1990, demonstram a capacidade de regeneragdo nervosa
através de enxerto de membrana basal de fibra muscular estriada, analisando em
microscopia de luz fragmentos intermediarios e distais de nervos ciaticos de ratos
colhidos 60 dias apds a realizacdo deste procedimento nos animais.

Mackinnon et al., em 1991, avaliam as mudancas no nimero de fibras distais ao
reparo de nervo ciatico de ratos da linhagem Sprague-Dawley por um periodo de 1 a 24
meses. Citam como conceito padrdo até aquele momento 0s ensinamentos de que
aproximadamente um terco das fibras nervosas proximais a um reparo de nervo nédo se
regenera através daquele reparo em direcdo distal, implicando em perda de um
significante nimero de fibras nervosas na linha de sutura. Referem ser a base para esta

afirmacéo os estudos de Davenport e Chor (1937) e Gutmann e Sanders (1943), nos quais
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20 a 40% das fibras nervosas observadas proximalmente ao reparo do nervo ndo séo
encontradas distalmente ao mesmo em periodos de tempo entre 3 a 6 meses apos 0 reparo.
Relatam ainda que tal observagdo é novamente enfatizada no estudo de Almquist et al.
(1984), no qual 29% das fibras nervosas proximais ndo foram encontradas distalmente ao
sitio do reparo. Analisam outro conceito classico justaposto ao primeiro, segundo o qual
0 nervo periférico seccionado regenera-se com multiplos brotamentos axonais a partir de
cada fibra nervosa, e que existem brotamentos que crescem dentro do segmento distal
como unidades em regeneragdo. Relatam estudos de microscopia eletronica e estudos
feitos por Jeng e Coggeshall (1985) que demonstram que o nimero total de fibras
mielinizadas aumenta na regido distal a transeccdo do nervo. Analisam que estes
conceitos podem ndo ser opostos, mas apenas ocorrerem em diferentes fases da evolucgéo
do processo regenerativo, considerando que, se existe brotamento axonal, 0 nimero de
fibras distais ao sitio da lesdo encontra-se aumentado, mesmo que algumas fibras
nervosas sejam perdidas no neuroma da linha de sutura, mas, caso ndo fagam adequadas
conexdes terminais, ocorre diminuicdo das fibras distais ao reparo ap6s certo tempo. Sua
investigacao é feita realizando sec¢do e reparo microscopico imediato dos nervos ciaticos
de 48 ratos para avaliacdo histomorfométrica apés 1, 3, 6, 9, 12 e 24 meses. Demonstram
0 aumento da quantidade de fibras nervosas na porcao distal j& um més ap6s o reparo,
sendo este nUmero maior aos trés meses e mantendo-se elevado nos primeiros 6 meses
apos o procedimento, ocorrendo decréscimo até serem atingidos os valores normais ao
redor de 2 anos. Sugerem que este aumento seja consequéncia do brotamento de multiplos
axonios e que a diminuicdo resulte da degeneracéo e dissolucdo lenta dos axdnios que
ndo conseguiram estabelecer conexdes apropriadas com receptores sensitivos ou motores

distais. Descrevem durante o processo regenerativo as fases de brotamento, regeneracédo
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distal, reinervagdo dos receptores distais, amadurecimento e reabsorcdo das fibras que
ndo atingiram os 6rgaos alvo.

Kanaya et al.,, em 1992, utilizam 75 ratos para comparar enxerto de nervo
vascularizado, enxerto de nervo convencional e reparo direto em um leito normal,
avaliando os trés grupos de 25 animais a cada quatro semanas, até a 362 semana. Enxerto
de nervo vascularizado e reparo direto mostram recuperacgéo significantemente melhor
que enxerto de nervo convencional na 4% semana ap0s a cirurgia, padrdo que continua por
todo o experimento. Enxerto de nervo vascularizado e reparo direto ndo mostram
diferencas significantes entre si. Na 122 semana de pos-operatorio, avaliagOes
morfoldgicas e eletrofisiologicas demonstram que o grupo de enxerto de nervo
vascularizado foi superior ao grupo de enxerto de nervo convencional em todas as
medidas, exceto peso muscular e contagem axonal.

Mattar Junior et al., em 1992, realizam estudo experimental em lesbes de nervos
tibiais de ratos comparando enxertos convencionais com enxertos de nervo sural
vascularizado. Concluem que a regeneracdo nervosa é superior no ultimo grupo, que
apresenta maior nimero de fibras mielinizadas tanto no enxerto quanto nos segmentos
distais ao mesmo.

Ozcan et al., em 1993, comparam a utilizacdo de enxertos de nervos convencionais
e vascularizados em modelos de coelhos com uma lesdo criada no nervo intratemporal
facial, concluindo, através de estudos -eletrofisiologicos e morfométricos, pela
superioridade de enxertos vascularizados quando colocados sobre um leito 0sseo.

Ochi et al., em 1994, estudam a regeneracdo nervosa em enxertos de nervos pré-
degenerados. Nervos tibiais de ratos Lewis sdo submetidos ao processo de pré-
degeneracéo por zero dias (enxertos frescos, grupo controle), 3 dias, 1 semana, 4 semanas

e 8 semanas, através do método de congelamento seguido de descongelamento. Concluem
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que a pré-degeneracdo facilita a capacidade de crescimento axonal nas primeiras quatro
semanas, sendo que apds oito semanas a regeneracao se torna precéria, supondo que este
fato esta relacionado a mudancas estruturais do enxerto.

Bain, em 2000, relata o uso clinico de enxertos alogenos frescos em sete pacientes
submetidos a grandes reconstrucdes nervosas, com a utilizacdo temporéaria de drogas
imunossupressoras. Descreve bons resultados na recuperacgdo da sensibilidade em quase
todos os pacientes, havendo auséncia de morbidades decorrentes dos imunossupressores.
Conclui que pesquisas futuras poderéo ser importantes para melhores resultados em
enxertias al6genas.

Nakamura et al., em 2004, relatam a utilizacdo de tubo bioabsorvivel de acido
poliglicélico preenchido com colageno em lesGes de nervos fibulares de cées,
demonstrando, apds seis meses, por parametros histomorfométricos e eletrofisiolégicos,
recuperacgdo superior a de auto-enxertos convencionais.

Chaves Neto, em 2006, estuda as possiveis vantagens de auto-enxertos de nervos
pré-degenerados. Utiliza nervos ciaticos de ratos Wistar que sdo seccionados, sepultando-
se seu coto distal na musculatura da coxa de cada animal e retirando-se posteriormente
um segmento para ser utilizado como enxerto pré-degenerado. Divide o estudo em quatro
grupos, que sdo submetidos a diferentes intervalos de pré-degeneracdo (1, 2, 4 e 8
semanas), seguindo-se a transferéncia dos enxertos, ja pré-degenerados, para o sitio
receptor na pata contralateral. Compara os resultados de analises histomorfométricas com
um grupo controle de enxerto convencional, a fresco, concluindo que a pré-degeneracéo
de nervos permite o brotamento de axdnios viaveis em regeneracao, no entanto, a partir
de quatro semanas, ndo ocorre 0 avango satisfatorio dos axdnios devido ao possivel

colapso estrutural do tubo neural. Relata que 0 momento mais adequado para sua
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utilizacdo situa-se entre duas e quatro semanas de pre-degenera¢do na comparagdo com a
enxertia convencional.

Kingham e Terenghi, em 2006, revisam os trabalhos sobre regeneragéo de nervos e
reinervacdo muscular. Consideram que, muitas vezes, a regeneracdo muscular abaixo do
esperado é responsavel por resultados funcionais ruins. Relatam que os tubos artificiais
tém tornado-se uma ferramenta de grande utilidade para a condugdo de fatores
neurotr6ficos como agentes terapéuticos no tratamento de lesdes de nervos com perda de
substancia. Revisam os principais fatores neurotroficos da atualidade, dentre eles 0 NGF
(fator de crescimento neural), BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), NT-3 e
NT-4 (neurotrofinas 3 e 4), CNTF (fator neurotrofico ciliar), GDNF (fator neurotréfico
derivado de células gliais) e as neuregulinas. Concluem que os resultados obtidos até o
momento sdo promissores, sendo ainda necessarias pesquisas mais consistentes sobre 0
papel dos fatores neurotroficos.

Lemos et al., em 2008, realizam andlises histologicas e funcionais de enxerto de
nervo autdgeno, tubo de veia e enxerto de nervo alégeno conservados em glicerol a 98%
por 7 dias a 4° C, concluindo que os grupos de veia autdgena e nervo al6geno mostraram
melhores resultados histolégicos, mas ndo houve diferenca entre os 3 grupos quanto a
avaliacdo funcional pelo método de marcacdo e coleta manual das impressGes plantares
dos animais (método chamado de walking track).

Palhares et al., em 2009, avaliam a aplicabilidade do uso de musculo autdgeno,
tratado de diversas maneiras, em substituicdo aos enxertos de nervo. Utilizam 120 ratos
divididos em sete grupos que recebem, como tratamento a uma lesdo nervosa
padronizada, os seguintes tipos de enxertos: musculo fresco, musculo fixado com formol
a 10%, masculo congelado em freezer, musculo congelado em refrigerador, musculo

denervado, nervo periférico e um grupo sem qualquer tratamento. Avaliam o aspecto
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histologico das fibras nervosas no segmento reparado, demonstrando crescimento de
fibras nervosas em todos os grupos que utilizam enxerto, porém a metodologia empregada
ndo permite caracterizar adequadamente as diferengas entre 0s grupos.

Pereira, em 2009, estuda a influéncia do nimero de pontos na regeneracdo axonal
e producgdo de matriz extracelular na sutura epineural término-terminal do nervo ciatico
de rato, utilizando 30 ratos Wistar divididos em 3 grupos: sutura epineural com fio de
nailon 10-0 com trés pontos, com seis pontos e grupo controle. Através de analises
eletrofisioldgicas, conclui que uma maior quantidade de suturas correlaciona-se com uma
diminuicdo da velocidade de conducdo do potencial do nervo. Microscopicamente,
encontra maior quantidade de coladgeno dos tipos | e 111 no perineuro do grupo com seis
pontos quando comparado aos demais grupos. O calculo dos indices de regeneracao
demonstra que o maior nimero de reparos correlaciona-se também com um menor indice
de regeneracdo axonal. A analise do indice de alteracdo do didmetro das fibras
mielinizadas dos trés grupos mostra diferenca quando se compara 0S Qrupos
experimentais com o controle, porém ndo mostra diferenca significativa entre aqueles.
Alerta para a necessidade de cautela na interpretacdo destes indices, ressaltando que a
ocorréncia de brotamento axonal justifica a existéncia de um maior nimero de axdnios
no segmento distal em relacdo ao proximal.

Ikeda e Oka, em 2012, fazem ensaio experimental em 30 ratos da linhagem
Sprague-Dawley divididos em 5 grupos, sendo um grupo controle com ratos normais e
quatro grupos onde analisam parametros eletrofisioldgicos e histomorfométricos aos 50,
100, 150 e 200 dias apos uma lesdo do nervo ciatico. Detalham as relacGes entre a
velocidade de condugdo e a morfologia do nervo durante o processo de regeneracdo
nervosa periférica. Concluem que a média da velocidade de condugdo motora aumentou

com o tempo entre 50 e 200 dias depois da transeccdo, sendo aos 200 dias
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significativamente maior que aos 50 dias. Referem que nos ratos normais a velocidade de
conducdo é proporcional ao comprimento interno da fibra e ao seu didmetro, existindo
uma razdo Otima entre a espessura da mielina e o didmetro da fibra para obtencdo da
méxima velocidade de conducdo. No entanto, essa relacdo deixa de existir durante o
processo de regeneragao porque 0s comprimentos internodais permanecem anormalmente
curtos e sem um padréo definido de reducdo da distancia internodal, em contraste com
uma recuperagdo mais completa do diametro da fibra e da espessura da mielina.

Assaf, em 2015, estuda a regeneracdo nervosa de nervos isquiaticos de ratos Lewis
tubulizados com combinagdes de trés diferentes materiais que apresentam caracteristicas
de biocompatibilidade, biodegradabilidade e tempo adequado de degradagdo: a
policaprolactona (PCL), nanotubos de carbono e o grafeno. Condutos com PCL, PCL
com nanotubos de carbono, PCL com 6xido de grafeno, e PCL com ambas as estruturas
sdo testados. Na contagem de fibras nervosas e na comparacdo das areas dos nervos, a
mistura dos trés materiais mostra-se superior. Porém, nas demais analises morfométricas
ndo séo observadas diferencas entre os grupos. A avaliacdo funcional dos animais nao
mostra uma recuperacao significativa da marcha, mas a andlise histologica dos mdsculos
soleo e tibial anterior indica reinervacdo bem sucedida, sugerindo a possibilidade de
utilizacdo de tubos feitos com estes materiais para orientar e proteger o nervo durante a
regeneracao.

Nos ultimos anos, diversas pesquisas tém se empenhado em avaliar os efeitos do
resfriamento e da criopreservagdo de enxertos de nervos, tanto autdlogos quanto
heterélogos, em diversas solucbes conservantes, utilizando diferentes métodos de
resfriamento, em variadas temperaturas de conservacdo e por diferentes duracGes de
tempo, sendo que, no caso dos enxertos heterélogos, tém-se também avaliado o uso de

drogas imunossupressoras, suas possiveis dosagens e seu tempo de uso, ou grupos sem a
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utilizacdo dessas drogas, de modo que atualmente atingiu-se um patamar de
conhecimentos e de indicativos promissores, que ensejam um futuro bastante animador
em termos de resultados funcionais de todos os tipos de les6es nervosas € mesmo da

possivel criacdo de um banco de nervos.

3.2  Conservacao a frio e criopreservagao de enxertos

Gutmann e Sanders, em 1943, realizam pioneiros estudos controlados em ratos e
outros animais de laboratério, publicando as primeiras tentativas de criopreservacéo de
enxertos nervosos. Aloenxertos de nervos sdo estocados por 1, 2 e 3 semanas na
temperatura de 2° C antes de implanta-los. O procedimento resulta em menor infiltrado
linfocitario e melhor regeneracdo axonal quando comparado ao aloenxerto fresco, sendo
que histologicamente e funcionalmente estes resultados ndo diferem daqueles obtidos
com autoenxertos. Nestes mesmos estudos, Gutmann e Sanders determinam ainda a taxa
de regeneracdo nervosa em ratos, atribuindo-lhe um valor de crescimento axonal entre
3,5 a 4,5 mm/dia.

Sanders e Young, em 1954, em estudos experimentais sobre a influéncia das
conexdes periféricas no diametro da fibra nervosa em regeneracdo, dedicam-se a estudar
varios fatores capazes de alterar o crescimento axonal, demonstrando que o congelamento
de aloenxerto de nervo fresco diminui o infiltrado linfocitario.

Tohyama et al., em 1990, examinam se tubos al6genos de lamina basal de células
de Schwann retirados de nervo safeno de coelhos servem como canais para regeneracdo
de ax6nios apos pré-denervacdo e pré-tratamento por congelamento. Os animais sdo

sacrificados 1, 2, 6, 8 e 14 semanas apds o procedimento cirdrgico e a citologia da por¢éo



22

média dos enxertos é examinada por microscopia eletronica. A porcdo distal do nervo
safeno receptor é examinada 14 semanas ap0s a enxertia. Axonios em regeneragdo sao
encontrados a partir de 2 semanas pos-enxertia e gradualmente aumentam em ndmero.
Células de Schwann do receptor acompanham o0s axdnios em regeneracdo, ocorrendo a
formag&o de finas bainhas de mielina em torno de 6 semanas ap0s a enxertia. VVasos
sanguineos neoformados sdo encontrados em torno do compartimento na oitava semana
apos o procedimento. A quantidade de fibras mielinizadas dentro dos nervos em
regeneracdo é de aproximadamente 10% do normal na 82 semana e 30% na 142 semana
apos a enxertia. O didmetro dos axdnios em regeneracdo, tanto mielinizados quanto ndo
mielinizados, mostra-se menor que o didmetro de axdnios normais em qualquer das fases
examinadas. Numerosos axonios em regeneragdo, alguns dos quais totalmente
mielinizados, sdo encontrados no local 10 mm distais a extremidade distal do enxerto, 14
semanas apos a enxertia. Comparando o grupo dos tubos de ldaminas basais de células de
Schwann pré-denervados com o grupo pré-tratado por congelamento, os autores sugerem
que a estocagem de enxertos nervosos a frio acarreta menor resposta imune do receptor.
Hirasé et al., em 1992, retiram 2 cm de comprimento de artéria e veia femoral e 1,5
cm de nervo ciatico de 6 ratos Lewis, submetendo estas estruturas a criopreservagdo por
mais de 3 semanas para diminuir a antigenicidade. Realizam a amputagdo completa do
membro posterior de 6 ratos da linhagem Brown Norway na metade de seu comprimento
e reimplantam os membros, interpondo a artéria, veia e nervo criopreservados através de
anastomose na artéria, veia e nervo ciatico do membro amputado. Drogas
imunossupressoras ndo sdo utilizadas. A largura dos dedos e a analise da marcha revelam
bons resultados aos 3 meses de pos-operatorio. Excelente regeneragdo axonal é observada
no exame histoldgico do nervo ciatico 1 cm distal a transferéncia. O relato aumenta as

possibilidades futuras para o uso clinico de vasos e nervos criopreservados.
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Zalewski et al., em 1993, realizam uma tentativa de conservagéo de enxertos de
nervos, através da criopreservacdo de isoenxertos e aloenxertos de nervos peroneais
utilizados em ratos normais e em ratos imunossuprimidos por ciclosporina A. Apés
retirados, os enxertos sdo colocados em uma mistura de sulfoxido de dimetilo e
formamida a temperatura ambiente, sendo depois resfriados a uma taxa de 1-1,5 ° C/
minuto até — 40° C, quando os frascos sdo mergulhados em nitrogénio liquido a -196° C.
Apb6s 5 semanas de armazenamento, 0os nervos sdo descongelados e a solugdo de
sulfoxido de dimetilo e formamida é removida. E feita a reparacdo no coto proximal do
nervo receptor e verifica-se, ap6s 5 semanas, que os elementos celulares dos aloenxertos
estdo presentes em ratos tratados com ciclosporina A, porém ratos nao-imunossuprimidos
rejeitam 0s nervos. Observam que todos os enxertos que sobrevivem passam por
degeneracdo Walleriana e consistem de colunas de células de Schwann, que, na sua
porcdo proximal, sdo associadas com axonios em regeneragdo. Examinam os isoenxertos
somente apds 20 semanas de pos-operatdrio. Todos os componentes do tecido normal
sobrevivem nesses enxertos e contém mielina regenerada e axonios ao longo de seus 4
centimetros de comprimento. Concluem que os elementos celulares do nervo podem ser
criopreservados, e apés o transplante, sobreviver e manter sua funcdo. Considerando que
0s nervos sobrevivem apds a criopreservacao prolongada, afirmam que mostra-se viavel
estabelecer um banco de nervos. No entanto, ressaltam que 0s nervos criopreservados
utilizados como aloenxertos permanecem imunogénicos e requerem imMuNOSSUPressao
para a sua sobrevivéncia.

Wolff et al., em 1993, armazenam a frio nervos femorais de ratos Fischer durante
um minimo de 100 dias, em 98% de glicerol a 4° C, enxertando-0s em espacos de nervos
femorais de ratos Lewis e em animais-controles singénicos. Apds trés meses, analises

histologicas, eletrofisioldgicas e morfométricas (diametros do axénios) revelam resposta
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regenerativa dos ratos Lewis menor do que nos nervos enxertados nos controles
singénicos. As diferencgas desaparecem a partir dos 6 meses, embora nenhum dos enxertos
tenha recuperacdo comparavel a nervos ndo operados. A avaliacdo imunohistoquimica
demonstra uma resposta imune modesta aos 3 meses, que cede em torno de 6 meses. Estas
descobertas sdo descritas como encorajadoras para o desenvolvimento de um banco de
enxerto de nervos glicerol-preservados.

Levi et al., em 1994, avaliam o efeito de conservacéo a frio sobre a viabilidade e
funcdo celular antes da implantacdo dos enxertos. Os autores afirmam que a quantidade
de células vidveis diminuiu significativamente ap6s 1 semana de armazenamento de frio.
Relatam terem encontrado poucas células de Schwann viaveis e fibroblastos dentro dos
enxertos nervosos apos 3 semanas de armazenamento a frio.

Menasché et al., em 1994, estudam a conservacgdo a frio de coracdes de ratos e
coelhos, em dois modelos experimentais, visando comprovar as propriedades de uma
nova solucdo de armazenamento denominada solucdo Celsior®. Em experiéncias em
corac0es isolados, os érgaos foram parados e armazenados em solucdo Celsior® durante
5 horas a 4° C e subsequentemente reperfundidos durante 1 hora. Um protocolo
semelhante foi utilizado nas experiéncias de transplantes, exceto que o tempo de isquemia
total foi cerca de 6 horas e meia. Concluem que este meio de armazenamento é capaz de
combinar os principios gerais de preservacdo hipotérmica de 6rgdos com aqueles
especificos para conservacéo a frio de tecidos ricamente inervados, como o0 miocardio.

Evans et al., em 1998, demonstram que a preservacao de aloenxerto nervoso em
baixas temperaturas ndo compromete estruturas importantes para a regeneracdo axonal,
contudo a viabilidade das células do aloenxerto diminui a medida em que se aumenta o
tempo de estocagem. Segmentos de enxertos de nervos ciaticos de ratos sdo colhidos e

pré-tratados, tanto pela colocacdo em solucdo de armazenamento a frio produzida pela
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Universidade de Wisconsin (solugdo de Wisconsin®) a 5° C e estocagem de 1 a 26
semanas, quanto pelo método de repetidos congelamentos (-40° C) e descongelamentos
(20° C). A seguir ao pré-tratamento, 0s enxertos sao transplantados tanto como enxertos
de nervos singénicos como alogénicos. Nem estocagem a frio nem congelamento-
descongelamento afetam lamina basal das células de Schwann, distribui¢do de laminina
ou perineuro. O aumento do tempo de armazenamento leva & diminui¢do da resposta
imune e da rejeicdo do enxerto e melhora a regeneragao nervosa nos enxertos singénicos.
Aloenxertos de nervos estocados a frio por 26 semanas Sao ndo imunogeénicos e a rejei¢éo
ndo é vista, mas a regeneracdo é retardada quando comparada aos autoenxertos.

Lenihan et al., em 1998, comparam enxertos musculares desnaturados em
microondas com enxertos musculares preparados através de congelamento na reparagao
de defeitos de 1 cm em nervo fibular de coelhos. Avaliam a recuperacdo da fungéo ap6s
6 meses através de exames histologicos e eletrofisioldgicos do nervo fibular e dos
musculos por ele inervados. Demonstram a dificuldade no preparo de enxertos
desnaturados em microondas e a superioridade dos enxertos pre-congelados.

Atchabahian et al., em 1999, demonstram, através de estudos experimentais, a
diminuicdo da antigenicidade de aloenxertos criopreservados, com a manutencdo das
células de Schwann viaveis. Seus experimentos comprovam que, apds preservacdo do
enxerto a frio, ocorre a diminuicdo do potencial antigénico dos dois tipos de células que
desempenham o principal papel para iniciar a rejeicdo do enxerto: moléculas de adesao
intercelular do tipo 1 (ICAM-1) e antigenos da classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex- MHC), composto de células que
incluem macréfagos, celulas dendriticas e células do tipo B. A pesquisa é desenvolvida
cortando-se nervos ciaticos de ratos em trés segmentos, um dos quais é analisado

imediatamente, enquanto os outros dois sdo preservados em solucéo de Wisconsin®, a 5°
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C, por 2 e 7 semanas respectivamente, antes de serem enxertados. Testes de imunidade
sdo realizados em cada amostra, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos e
fosfatase alcalina, analisados por densitometria computadorizada. Concluem que a
antigenicidade das células ICAM-1 ¢ significativamente diminuida com 7 semanas, em
comparagdo com o0 grupo controle e com o grupo de 2 semanas, ndo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre estes uGltimos grupos. Relatam ainda que a
antigenicidade das células classe Il do complexo MHC ¢ significativamente diminuida
nos grupos de 2 e de 7 semanas, em comparagdo com 0s nervos frescos, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos preservados a frio. A diminuigédo
da antigenicidade de aloenxertos nervosos preservados a frio parece, entdo, ser provocada
por uma regulacgdo negativa da expressdo de ICAM-1 e expressao das células da classe 11
do complexo MHC, comprovando o poder das baixas temperaturas no desenvolvimento
dos bancos de nervos.

Mohara et al., em 1999, realizam estudo experimental comparando as solucdes de
armazenamento de tecidos Celsior® e Wisconsin®. Submetem 14 cachorros, divididos
em dois grupos de 7 animais cada, a transplantes cardiacos, utilizando 6rgaos preservados
por 12 horas a 4° C com as diferentes solucdes. Analisam a taxa de recuperagéo da funcao
cardiaca 1 e 2 horas ap0s a saida da circulagcdo extracorporea e, imediatamente apds a
morte indolor dos animais, retiram amostras de tecido para analises histologicas.
Concluem que a solugéo Celsior® ¢ equivalente ou superior a solucdo de Wisconsin®
para preservacgdo cardiaca.

Fansa et al.,, em 2000, pesquisam a criopreservacdo de nervos periféricos em
segmentos de nervos ciaticos de ratos armazenados em solugdo de Dulbecco®, uma
mistura de sais enriquecidos com aminoacidos e outros componentes essenciais para o

crescimento celular. Dividem o estudo nos seguintes grupos: o primeiro, usando apenas
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a citada solucéo e congelamento com modificacdo controlada da temperatura; o segundo,
com 10% de sulfoxido de dimetilo adicionado como crioprotetor, também com
congelamento controlado; o terceiro, utilizando congelamento sem controle progressivo
de temperatura em nitrogénio liquido a -196° C e o quarto grupo, com enxertos
convencionais a fresco. Demonstram que histologicamente o congelamento ndo afeta os
elementos estruturais, como tubos de Iladmina basal e tecido perineural.
Morfometricamente, relatam que todos o0s enxertos criopreservados reduzem
significativamente a contagem de axonios em relacdo ao grupo controle. Os nervos
crioprotegidos ndo apresentam nenhuma diferencga significativa em relagcdo aos que nao
utilizam sulfoxido de dimetilo. Referem ainda que o congelamento com controle
progressivo de temperatura € superior ao congelamento em nitrogénio liquido.
Descrevem uma lentiddo nas fases iniciais do processo de regeneragdo nos enxertos
criopreservados, 0 que atribuem principalmente a um atraso na degeneragdo Walleriana,
com revascularizagdo mais lenta.

Sabha Junior, em 2002, estuda a criopreservacdo em enxerto de musculo
esquelético, submetendo musculos séleos de ratos a duas diferentes temperaturas por 3
semanas, dividindo a pesquisa em um grupo controle, outro grupo com conservagéo do
enxerto a -4° C e outro grupo a -40° C, e avaliando a regeneracdo axonal através da
contagem direta do nimero de axénios mielinicos regenerados, bem como da mensuragédo
do didmetro dos axdnios mielinicos, didmetro das fibras mielinicas e espessura da bainha
de mielina, medidas efetuadas em material coletado 50 dias ap6s o autotransplante.
Conclui que a regeneracdo axonal nos dois grupos criopreservados € semelhante a do
grupo controle.

Judas et al., em 2007, realizam estudo experimental em tecidos retirados de 7

cadaveres humanos frescos para analisar a viabilidade celular de condrocitos apés
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congelamento, comparando com amostras ndo congeladas. Concluem que a
criopreservacao leva a uma diminuicdo da capacidade de sobrevivéncia das células. Como
possiveis causas, 0s autores citam a dificuldade de penetracdo das solucdes preservantes
no tecido, as diferentes velocidades de congelamento das diversas camadas da matriz e o
alto contetido de agua na matriz extracelular.

Carone et al., em 2007, comparam as caracteristicas estruturais de segmentos de
nervos tibiais de ratos Wistar armazenados em duas diferentes solugdes antes e apds
transplante aut6logo. Os nervos sdo armazenados em solucdo de Wisconsin / Belzer®
(produzida pela empresa Du Pont Pharma, Amsterdam, Holanda) ou em solucdo de
Collins® (produzida pela empresa B. Braun S.A., Rio de Janeiro, Brasil) por 24 ou por
72 h a 4° C e transplantados, sendo comparados com enxertos autélogos frescos. Apés o
resfriamento, a densidade dos axénios mielinizados de grande calibre mostra-se maior
nos enxertos armazenados em solucdo de Wisconsin / Belzer® do que naqueles
conservados em solucdo Collins®. Apds 50 dias do transplante, a densidade de axdnios
mielinizados regenerados através dos enxertos conservados em solugdo de Collins®
corresponde somente a cerca de 80% da quantidade registrada nos enxertos conservados
a frescos e daqueles preservados em Wisconsin / Belzer®. Além disso, os autores ndo
observam diferencas significativas nos parametros morfométricos entre 0s grupos. O
estudo confirma a eficacia da solucdo de Wisconsin / Belzer® para preservacao de
enxertos de nervos a frio em curto prazo.

Scabora etal., em 2009, continuando as pesquisas de Carone et al. (2007), estudam
a organizacdo ultra-estrutural de enxertos autdélogos transplantados em ratos apos o
armazenamento a frio em dois tipos de solugdes diferentes: solucdo de Wisconsin /
Belzer® ou solucéo de Collins®, conservando-se, em ambos os tipos de solucdo, por 24

ou por 72 horas a 4° C, e analisando as caracteristicas dos enxertos 50 dias apds
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transplante autélogo. Os enxertos conservados em solugdo de Wisconsin / Belzer®
mostram alteragdes menos significativas tanto em termos de frouxiddo das fibras
colégenas por entre as fibras nervosas, como em termos de alteracGes estruturais da
bainha de mielina (separacéo das lamelas lipidicas), porém todos os grupos mostram um
grau destas alteracbes mais significativo do que no grupo controle de enxertos
transplantados frescos. Seus achados ap6s 50 dias evidenciam que a preservacdo das
células de Schwann, e demais elementos que suportam a regeneracdo axonal, é superior
nos enxertos conservados na solucdo de Wisconsin/Belzer®. Estes resultados
representam mais uma tentativa de encontrar o melhor meio de conservagdo para
armazenamento a frio de nervos para transplante heterdlogo.

Wang et al., em 2014, estudam a criopreservagdo de membros inteiros de ratos.
Doze ratos da linhagem Sprague-Dawley sdo divididos igualmente em grupo A
(amputacdo acima do joelho) e grupo B (amputagdo a nivel da articulagdo do tornozelo).
Um membro posterior € amputado em cada rato, sendo irrigado com solucédo preservante,
congelado progressivamente até -140° C e conservado em nitrogénio liquido por 14 dias,
quando entdo é reimplantado. No grupo A houve edema intenso, compressdo de vasos
sanguineos e todos os reimplantes falharam. No grupo B, todos os reimplantes foram bem
sucedidos e acompanhados por trés meses, ocorrendo um caso de autofagia. Concluem
que membros que ndo tenham grande quantidade de massa muscular podem ser
criopreservados com sucesso e reimplantados.

Pegg, em 2015, estuda o efeito da preservacdo de células vivas em baixas
temperaturas, ressaltando que solucdes conservantes ideais precisam penetrar nas células
de modo a aumentar a concentracao total de solutos no meio intracelular, reduzindo os
danos promovidos nesta regido pela acéo direta do congelamento, necessitando ao mesmo

tempo apresentar baixa toxidade. Sugere ainda a necessidade do preservante possuir uma
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taxa de viscosidade suficiente para permitir a producdo de um estado vitreo, que o permita
se comportar como um solido, mas sem qualquer cristalizacéo, tanto no meio extracelular,
como no meio intracelular, evitando danos diretos da baixa temperatura em qualquer
dessas regides. Cita glicerol, dimetil-sulféxido, etanodiol e propanodiol, entre outras

solugdes, como possuidoras destas propriedades.

3.3 Meétodos de avaliacédo da regeneracao nervosa periférica

Gutmann e Gutmann, em 1942, observam que em coelhos a habilidade de espalhar
o0s dedos da pata traseira dependia da integridade funcional do nervo peroneiro. Este fato
€ 0 ponto de partida para o desenvolvimento de métodos de avalia¢do funcional em ratos
submetidos a uma les@o do nervo ciatico, através da observacdo de parametros da marcha
dos animais.

De Medinaceli et al., em 1983, desenvolvem um método quantitativo, reprodutivel,
para avaliacdo da condicdo funcional do nervo ciatico de ratos, através da analise de dados
caracteristicos das pegadas impressas do animal. Este método foi modificado em 1984
pelos proprios autores, adicionando ao mesmo recursos de informatica, tornando-o mais
prético e de fécil aplicacdo, mantendo o calculo do entdo denominado indice Funcional

do Ciatico através da formula:

SE = [ETOF—NTOF NPL—EPL | ETS—NTS EIT—NIT] 220

NTOF  + —EPL t ~ NTS Tt T NIT .

Onde: SFI = Indice Funcional do Ciatico, N =normal, E = experimental, TOF (“to opposite foot”)
= distancia ao pé oposto, PL (“print lenght””) = comprimento da pegada, TS (“total spread”) =
espalhar total dos dedos ou distancia do primeiro ao quinto dedos, IT (“intermediate toes”) =
espalhar dos dedos intermediarios ou distancia entre o segundo e o quarto dedos.
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Bain et al., em 1989, estudam a regeneracgdo de nervos periféricos em ratos Wistar,
visando estabelecer uma férmula confiavel para obtencdo dos indices funcionais motores
dos nervos ciético, tibial posterior e fibular. Ressaltam que os estudos até aquele momento
apresentam conflitos em relacdo aos métodos de avaliagdo da funcdo motora, sendo que
parametros histolégicos e eletrofisioldgicos ndo necessariamente se correlacionam com a
funcdo real do nervo. Determinam um método de avaliagdo funcional que leva em
consideracdo o comprimento da impressao plantar, a distancia méaxima entre os dedos e a
distancia entre os dedos intermediarios, criando uma equagdo para cada um daqueles
nervos estudados, formulas estas conhecidas como “indice de Bain-Mackinnon-Hunter”.
Mostram que animais com lesdes seletivas de nervos reproduzem déficits
neuromusculares previsiveis, o que fornece aos pesquisadores uma consistente avaliacdo
quantitativa ndo invasiva da funcdo motora do membro no rato. Consideram os indices
funcionais motores dos nervos tibial posterior e fibular mais fidedignos para avaliagdo da
marcha do que o indice funcional motor do cidtico, visto este Gltimo apresentar maior
quantidade de musculatura envolvida. Apresentam as seguintes formulas para os indices

funcionais motores dos trés nervos:

EPL—NPL ETS—NTS EIT—-NIT
SFI=-883X————+1095X————— + 133Xx—————-838
NPL NTS NIT
EPL—-NPL ETS—NTS EIT—-NIT
TRl =-372X————+1044X————— + 456X ————-8,8
NPL NTS NIT

EPL—-NPL ETS—NTS

PFl = -1749 X ———+ 80,3 x 13,4
NPL

Onde: SFI = indice Funcional do Ciatico, TFI = indice Funcional do Tibial, PFI = indice Funcional do
Peroneiro, N =normal, E = experimental, PL (“print lenght”) = comprimento da pegada, TS (“total spread”)
= espalhar total dos dedos ou distancia do primeiro ao quinto dedos, IT (“intermediate toes™) = espalhar
dos dedos intermediarios ou distancia entre o segundo e o quarto dedos.
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Dellon et al., em 1989, avaliam a confiabilidade em longo prazo do indice funcional
do ciatico empregando o método de avaliacdo funcional através da coleta manual das
impressoes plantares (método de walking track) em ratos Wistar submetidos a uma lesao
do nervo ciatico. Afirmam que os efeitos em longo prazo da denervacgéo parcial sobre as
extremidades do rato incluem o desenvolvimento de contraturas cronicas devido a
paralisia muscular parcial residual e desequilibrio muscular. Observam que 18 e 24 meses
apos o reparo da lesdo as avaliag6es histomorfométricas mostram numero de axénios que
estatisticamente ndo apresenta diferenca significante em relacdo ao normal, porém
relatam avaliag&o funcional inadequada no 24° més, devido ao desenvolvimento de dedos
em garra, contraturas interfalangicas e tornozelo em inversao ou eversdo com ou sem
dorsiflexdo. Propdem que o ndmero real das fibras nervosas pode ndo se correlacionar
com a recuperacdo funcional por varias razfes: a regeneracdo do nervo pode ser
incompleta, a reinervacdo pode ocorrer em musculos antagonistas devido a uma
regeneracdo por caminhos improprios e aferentes sensoriais podem reinervar territorios
inadequados, tudo isto resultando em alteragdes na pata, que pode desenvolver
deformidades cronicas relacionadas a denervacdo parcial de muasculos individuais, com
subsequente paralisia e contratura da articulagdo, bem como contraturas resultantes de
desequilibrios musculares. Concluem que a presenca dessas deformidades cronicas
invalida o emprego do método walking track e do indice funcional do cidtico como
técnica de avaliacdo adequada para analise em longo prazo da fungdo do nervo apos sua
reparacao. Ressaltam, entretanto, que este método, desde que utilizado com a formula do
indice funcional do ciatico modificada por Bain et al. (1989), mostra-se confiavel em
outros trabalhos que avaliam a regeneracéo utilizando apenas o intervalo de 3 ou 4 meses

subsequentes ao reparo da lesao.
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Hare et al., em 1992, avaliam a recuperacdo funcional em ratos apos lesdo completa
dos nervos, ciatico, tibial ou peroneal, com periodo de seguimento de 1 ano ap6s o reparo,
utilizando analises em walking track. O nervo cidtico mostra recuperacdo de 41% da
funcdo, enquanto no nervo tibial esta taxa € de 54%. O nervo peroneal exibe as mais
elevadas taxas de recuperacdo, alcangando valores similares ao grupo controle.
Consideram a avaliagdo da regeneracdo neural usando o método walking track como um
recurso de valor desde que utilizado em adi¢do aos métodos histomorfométricos e
eletrofisioldgicos.

Kline e Happel, em 1993, relatam a sua experiéncia de mais de 25 anos na utilizagao
do potencial de acdo neural como método de avaliagdo motora em cirurgias de reparacao
de nervos severamente lesionados que ainda permanecem em continuidade. Referem ser
o0 potencial de acdo uma ferramenta confiavel para comprovar a viabilidade de fibras
nervosas.

Weber et al., em 1993, analisam a interferéncia da autotomia nas avaliagdes que
utilizam o indice funcional do ciatico. Submetem 64 ratos Sprague-Dawley a diferentes
tipos de lesbes seguidas de reparacdo do nervo. Concluem que a autotomia ocorre mais
frequentemente em associacdo com a sec¢do do nervo do que em lesdes por
esmagamento, sendo mais comum em machos (66%) do que fémeas (33%) e
predominando na quarta semana pés-operatéria. Observam que autotomia resulta em
dados néo utilizaveis na obtencdo do indice funcional do ciatico, vez que os pontos de
referéncia da pata necessarios para o calculo sd@o removidos. Sugerem que 0S
pesquisadores considerem a autotomia quando forem escolher 0 método de avaliacdo da
regeneragéo nervosa.

Foidart-Dessalle et al., em 1997, estudam a regeneracdo nervosa comparando

enxertos venosos preenchidos com solucéo salina e células de Schwann com enxertos de
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nervos ciaticos em 35 ratos Wistar. Medem a velocidade de conducgéo e a laténcia distal
da resposta motora, analisam a confiabilidade do indice funcional de De Medinacelli e
verificam o nimero total de fibras e o didmetro dos axdnios antes e apds a regeneragao.
Concluem que a adicao de células de Schwann em enxertos de veias permite que o nervo
possa regenerar-se através de aberturas maiores do que previamente descrito (25 mm
contra 15 mm). Apontam o indice funcional do ciatico como sendo confidvel apenas em
lesBes agudas e de interesse limitado a lesdes ortopédicas e deformidades do pé.

Hamers et al., em 2001, publicam pesquisa sobre a avaliagdo de lesdo medular em
ratos atraves de um método por eles desenvolvido e denominado catWalk®. As pegadas
dos animais sdo captadas por cdmara de alta velocidade, transformadas em imagens
digitais e analisadas por programa de computador que capta uma grande quantidade de
parametros, em particular medidas relacionadas a coordenacdo motora dos animais.
Relatam que tiveram a idéia de criar tal sistema em 1996, ao estudarem lesdo medular em
ratos pela escala de classificacdo locomotora desenvolvida por Basso-Beattie-Bresnahan
(escala BBB) e perceberem que o retorno da coordenagdo motora era algo dificil de ser
analisada a olho nu por este método, por ser impossivel observar quatro patas a0 mesmo
tempo, mesmo usando-se dois observadores como recomendado pelos criadores da
escala. Referem que, a partir dai, o grupo comecou a desenvolver varios prot6tipos de
programas de filmagem para capturar pegadas de animais numa passarela, até chegar ao
que consideram ser um sofisticado e confiavel método de captacdo e analise de
parametros estaticos e dinamicos da marcha dos animais de pequeno porte.

Varejao et al., em 2004, fazem a proposta de um novo método de avaliacdo da
funcdo motora dos ratos por inspecéo direta, através de video-filmagem das pegadas dos
animais, apregoando que este método garantiria uma boa avaliacdo, inclusive nas

semanas iniciais apos a lesdo que registram dificuldades de obtencdo de dados. Em sua
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avaliacdo cinematica quantitativa, baseiam-se na medida de um angulo do pé do animal,
usando como pontos de referéncia o calcaneo e o quinto e o terceiro dedos, avaliados
através de analises computadorizadas, porém os proprios autores afirmam que o método
é de dificil aplicacéo.

Ferreira et al., em 2005, demonstram experimentalmente uma padronizacéo de
técnica inédita para obtengdo do potencial evocado motor em ratos através da estimulacéo
elétrica transcraniana. Utilizam 50 ratos Wistar devidamente anestesiados para a captacao
de respostas musculares através de eletrodos de agulha monopolar colocados em
membros anteriores e posteriores, inseridos na musculatura distal dos referidos membros.
Colocam também um eletrodo de terra na regido lombar dos animais e dois eletrodos de
agulha tipo corkscrew no couro cabeludo para estimulacdo elétrica transcraniana.
Encontram uma laténcia minima média das respostas dos membros anteriores de 2,5 ms
e de membros posteriores de 6,5 ms. A amplitude média das respostas é de 3,0 mV nos
membros anteriores e de 2,5 mV nos membros posteriores. Concluem que a técnica para
captacdo do potencial evocado motor em ratos apresentada é eficaz na analise da evolugdo
eletrofisioldgica de lesbes nervosas, podendo ser reproduzida de modo simples, além de
apresentar confiaveis padroes de qualidade e aplicabilidade.

Martins et al., em 2006, publicam artigo analisando as correlagdes entre parametros
obtidos a partir das avaliacdes eletrofisioldgica, histomorfométrica e do indice funcional
ciatico apos o reparo do nervo ciatico de ratos. Utilizam oitenta e seis animais Wistar
submetidos a seccdo do nervo ciatico. As avaliacGes funcionais sdo feitas durante 12
semanas atraves do metodo walking track, analisando o registro de imagens das pegadas
dos animais numa trilha de marcha. AvaliacGes eletrofisioldgicas através de
eletromidgrafo (com determinacdo de potenciais de acdo nervoso e muscular) e

histomorfométricas (com determinacdo da contagem de fibras nervosas proximais e
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distais e diametro dos nervos) sao realizadas no procedimento inicial e em re-abordagem
apos 6 meses, quando entdo os animais sdo submetidos a morte indolor induzida. As
avaliacOes histomorfométricas sdo expressas através de trés indices para todas as
amostras obtidas: o indice de regeneracdo, calculado dividindo-se o nimero total de fibras
regeneradas no segmento distal ao local da reparacdo pelo nimero total de fibras
regeneradas no segmento proximal; o indice de regeneragdo extrafascicular, obtido
dividindo-se o nimero total de fibras extrafasciculares regeneradas no segmento distal ao
local da reparagdo pelo numero total de fibras regeneradas no mesmo segmento, e o indice
de mudanga de didmetro, calculado dividindo-se a média dos didmetros das fibras no
segmento distal ao local de reparacdo pela média dos didmetros das fibras no segmento
proximal. O indice de regeneracdo representa a percentagem de axdnios que cruzam o
local do reparo. Nos resultados, encontram correlacdo positiva entre a amplitude do
potencial de agédo final do nervo e a raz&o entre amplitudes inicial e final do mesmo
potencial. Nas avaliacGes histomorfomeétricas, descrevem que o nimero total de fibras no
segmento proximal correlaciona-se negativamente com o indice de regeneracdo e com o
indice de mudanca de didmetro, embora notem leve tendéncia a diminui¢do do nimero
de fibras distalmente. Por outro lado, o didmetro das fibras proximais apresenta boa
correlacdo positiva com o didmetro das fibras distais, assim como o nimero de fibras
extrafasciculares distais correlaciona-se bem com o indice de regeneracdo das fibras
extrafasciculares. Relatam elevada taxa de perda dos animais, com alto indice de
complicacdes, tendo utilizado 86 ratos e obtendo um numero final de apenas 30 animais
utilizados na pesquisa, devido a ocorréncia de 17 retracbes musculo-tendineas, 29
diferentes tipos de lesdes secundarias a autofagia nas patas operadas, 3 dbitos durante a
anestesia e 7 Gbitos no periodo pos-operatorio. Ressaltam que retracdes cronicas dos

membros, contraturas agudas ou crénicas e a ocorréncia de autofagia prejudicam a
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habilidade do animal para a marcha e causam erros no calculo dos indices funcionais dos
nervos. Analisam que tais complica¢fes em seu estudo mostram-se responsaveis por 42%
de exclusdes, porém citam que existem estudos nos quais esse percentual pode chegar a
65% (Weber et al., 1993) ou até mesmo 88% dos animais (Carr et al., 1992), tornando
invidvel o uso do método walking track. Buscando as possiveis correlaces entre as
analises através do método estatistico de Pearson, testam um total de 17 parametros, mas
somente duas correlagdes positivas entre diferentes tipos de avaliagdes sdo encontradas.
Os autores concluem que nédo existem correlagcdes significantes entre a avaliagdo
funcional da regeneracdo nervosa periférica e as avaliagcdes eletrofisiologicas e
morfoldgicas.

Gasparini et al., em 2007, analisam a correlacdo entre diferentes métodos de
avaliacdo funcional da marcha de ratos com lesdo por esmagamento do nervo isquiatico.
Utilizam 25 ratos da linhagem Wistar, submetidos a esmagamento controlado do nervo e
avaliados por dois métodos convencionais para obtencdo da medida manual e
computadorizada de parametros das impressoes das pegadas dos animais, e por um novo
método desenvolvido pelos autores, baseado na filmagem das pegadas e medida dos
mesmos parametros, sendo feita a comparacédo entre os valores obtidos no pré-operatorio
com aqueles medidos em varios momentos do pos-operatorio e entre os diferentes
métodos nos varios periodos. Os resultados mostraram que o método da medida dos
parametros pela filmagem das pegadas permite melhor visualizacdo da pata acometida
pela lesdo do nervo e que este método se correlaciona positivamente com 0s
convencionais, mesmo ja a partir da primeira semana de pos-operatorio, fase em que
comumente é mais dificil a obtencdo precisa de medidas das pegadas. Os autores

ressaltam que pegadas obtidas em tiras de papel podem sofrer algum borramento das
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impressoes e que a obtencdo da medida manual por vezes depende da subjetividade do
avaliador. Referem ainda que o indice funcional do ciatico € uma medida passivel de erro.

Deumens et al., em 2007, estudam a utilidade do sistema de passarela de marcha
catWalk® para detectar déficits de marcha dindmicos e estaticos, utilizando modelo de
lesdo do tipo neurotmese em nervos ciaticos de ratos, com 1 centimetro de intervalo entre
0S cotos e auséncia da recuperagdo adequada do movimento. Testes funcionais sdo
realizados durante 8 semanas e uma grande quantidade de parametros da marcha séo
identificados como imediatamente afetados de forma grave na pata ipsilateral, por vezes
atingindo niveis correspondentes a apenas 15% dos mesmos parametros na pata ndo
afetada. Concluem que a passarela detecta objetivamente deficiéncias da marcha
dindmica e estatica ap0s a sec¢do do nervo ciatico.

Bozkurt et al., em 2008, também avaliam a utilizacdo do sistema catWalk® na
deteccdo de ambos os déficits dindmico e estatico da marcha apds produzirem neurotmese
em nervos ciaticos de ratos, realizando seguimento de 12 semanas. Ressaltam que o
método de avaliacdo da marcha pelo walking track, apesar de amplamente utilizado, ndo
é adequado para avaliagdo concomitante de pardmetros estaticos e dindmicos da
movimentacdo do animal. Concluem que o sistema catWalk® pode ser usado para
demonstrar simultaneamente os parametros estaticos e dinamicos da marcha, em especial

medidas de coordenacdo e intensidade de pressao das pegadas dos animais.
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4 METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Departamento de Ortopedia
e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Protocolo IOT
959, em 28/11/2012 (Anexo A) e pela Comisséo de Etica para Anélise de Projetos de
Pesquisa - CAPPESQ e Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, Protocolo 321/13, em 13/11/2014 (Anexo B).
As analises funcionais realizadas no Laboratério de Regeneracdo Nervosa do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas — IB-UNICAMP foram aprovadas pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia — CEEA/IB da
UNICAMP e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNICAMP através do

Protocolo N° 2796-1/2012 (Anexo C).

4.1 Casuistica e calculo da amostra

Foram utilizados 20 animais da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, de
peso e idades aproximadamente iguais, machos, divididos em 4 grupos de 05 ratos,
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, que
ficaram mantidos em gaiolas com cama de maravalha e agua filtrada, no interior do
Laboratorio de Microcirurgia Experimental do Instituto de Ortopedia e Traumatologia,
em ambiente climatizado, sendo os animais alimentados com racgéo industrial durante a
pesquisa. Durante todo o estudo os animais foram identificados através de marcas

circulares em suas caudas, feitas com pincéis hidrocor atoxicos. Apos o término da
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pesquisa 0s animais foram submetidos a morte indolor induzida, com uma dose letal de
pentobarbital sodico injetado intraperitonealmente, de acordo com 0s critérios
estabelecidos pela Associagdo Americana de Medicina Veterinaria (American Veterinary
Medical Association) em 2001 e aprovados pelo Comité Institucional de Uso e Cuidados
com os Animais (Institutional Animal Care and Use Committee) em 2002, sem
reaproveitamento dos mesmos para outros experimentos, pois neste estudo poderia
ocorrer reinervacdo incompleta, contraturas, déficits motores, autofagia e outros
problemas que afetam a vida do animal. O descarte dos animais ocorreu em caixas de
material bioldgico, seguindo os procedimentos recomendados pelo Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Os critérios de inclusdo utilizados foram: ratos Wistar machos, com idade
aproximada de sete a oito semanas e pesando entre 200 a 300 gramas no momento em
que foram introduzidos na pesquisa, que ndo apresentaram malformagdes fisicas ou sinais
clinicos de infeccdes ou outras patologias na inspec¢do inicial. Os critérios de exclusdo
foram: sinais de infeccdo, malformacdes fisicas ou outras patologias na inspecao inicial
e sinais de autofagia, infeccdo ou evolucgdo para 6bito durante a pesquisa.

A escolha do tamanho da amostra foi fundamentada em estudos prévios que
demonstram que um ndmero de cinco animais é representativo na observacdo das
mudangas ocorridas na estrutura e na fungdo de nervos submetidos a preservacdo em
baixas temperaturas. Hirase et al., em 1992, realizaram analises histomorfometricas e
funcionais em um grupo de 6 ratos da linhagem Brown Norway submetidos a amputacéo
de membro seguida de reimplante com interposicdo de enxertos de nervo ciatico, artéria
femoral e veia femoral coletados de 6 ratos Lewis e criopreservados por mais de 3
semanas, tendo comprovado, atraves de andlises estatisticas de parametros da marcha e

da regeneracgdo axonal, excelentes resultados aos 3 meses de pos-operatdrio. Atchabahian
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et al. (1999) estudaram a antigenicidade de enxertos em relacdo ao tempo de conservacgao
a frio, em um grupo de dez ratos Lewis, demonstrando tamanho da amostra significativo,
numa espécie que, entretanto, € mais sensivel e mais suscetivel a infecgdes e perdas de
animais, além de ser uma raca mais dificil de ser obtida do que a espécie Wistar, esta tdo
bem estudada em trabalhos como os de Scabora et al. (2009) e Lemos et al. (2008). Nesta
Gltima pesquisa foram utilizados trés grupos de cinco animais para analisar-se enxertos
de nervo autdgenos, enxertos de nervos aldgenos e tubos de veias, sendo esta casuistica
considerada significativa. Em nosso estudo, por utilizarmos alguns métodos inovadores,
ndo haviam dados para o exato calculo do tamanho da amostra, motivo pelo qual partimos
de um pressuposto no qual foi adotado o nimero minimo de animais compativel com
experimentos j& existentes com enxertos de nervos conservados a frio, respeitando-se 0s
principios da ética em pesquisa animal.
Por tais motivos, fixamos a casuistica em 20 ratos da espécie Wistar, divididos em
4 grupos de 5 animais cada:
e grupo 1 - animais submetidos a seccdo do nervo ciatico por 14 dias e,
posteriormente, enxertia autéloga convencional do nervo;
e grupo 2 - animais submetidos a retirada de um segmento do nervo ciatico, que
foi preservado a frio por 14 dias e, posteriormente, enxertado nos mesmos ratos;
e grupo 3 - animais submetidos a seccdo do nervo ciatico por 50 dias e,
posteriormente, enxertia autdloga convencional do nervo;
e grupo 4 - animais submetidos a retirada de um segmento do nervo ciatico, que

foi preservado a frio por 50 dias e, posteriormente, enxertado nos mesmos ratos.
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4.2 Técnica cirurgica

Todos os procedimentos operatorios foram realizados no Laboratério de
Microcirurgia Experimental do Instituto de Ortopedia e Traumatologia, utilizando-se
técnica e materiais microcirargicos (marca Rhosse®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e
microscopio binocular com distancia focal em torno de 200 mm e aumento de 20 vezes

(marca D.F. Vasconcellos S.A.®, Séo Paulo, SP, Brasil) (Figura 1).

Figura 1 - Microscopio e Laboratério de Microcirurgia utilizados nos procedimentos

Seguimos o protocolo de anestesia e analgesia conforme Tranquilli et al. (2007).
Antes de cada procedimento cirurgico, foi feita anestesia do animal com Xilazina

10mg/kg + cetamina 50 mg/kg por via intraperitoneal. Os reflexos palpebral e pupilar
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foram monitorados para manter o animal em plano anestésico, e, quando necessario, foi
realizado 1/3 da dose inicial como reforgo anestésico.

As primeiras cirurgias de cada grupo foram: sec¢do do nervo ciético (grupos 1 e 3)
e retirada do enxerto (Grupos 2 e 4).

Os procedimentos iniciaram-se com o0 membro inferior direito sendo preparado com
tricotomia, o animal posicionado em decubito ventral, em suporte proprio, com as patas
traseiras presas em abducdo, feito a aspersdo de solucdo anti-séptica e protecdo do local
com toalhas cirurgicas. Procedeu-se a incisdo cutanea retilinea de aproximadamente 2,5
cm na regido glutea direita, divulsdo de tecidos, dissec¢do romba do septo intermuscular

(entre os masculos isquio-tibiais e gliteo maior) e exposi¢do do nervo ciatico (Figura 2).

Figura 2 - Desenho esquematico do acesso cirdrgico para o nervo ciatico direito de ratos (A) e
exposicdo do nervo ciatico proximalmente a sua trifurcacéo (B)

Apos dissecgdo e isolamento do nervo, nos grupos 1 e 3, mediu-se o nivel para a
neurotomia (Figura 3) e realizou-se a sec¢do do nervo, feita sempre no mesmo local, a 11
milimetros acima do local onde esta estrutura se trifurca em nervos sural, tibial e fibular

(Figura 4).
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Figura 4 - Desenho esquematico da localizagdo da seccdo proximal do nervo ciatico
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A seguir ancorou-se 0s cotos proximal e distal em plano submuscular, para evitar a
possibilidade de regeneracdo espontanea decorrente de uma aproximacdo entre eles

(Figura 5).

Figura5 - Desenho esquematico da ancoragem dos cotos proximal e distal em plano submuscular

Nos grupos 2 e 4, procedeu-se de imediato a retirada do enxerto, colhendo-se um
segmento de 6 milimetros de extensdo a partir de um ponto distal localizado 5 milimetros
acima da trifurcagdo do nervo, de modo que o ponto mais proximal de seccdo do nervo

também se localizou a 11 milimetros acima da trifurcacdo desta estrutura (Figura 6).
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Figura 6 - Desenho esquematico da localizagdo das secgdes proximal e distal para retirada do
enxerto

Apo6s os enxertos colhidos, eles tiveram seus cotos proximais marcados com um

ponto epineural simples feito com fio de nylon monofilamentado 10-0 (Figura 7).
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Figura 7 - Enxerto colhido (grupo 2) (A), marcado em seu coto proximal com um ponto epineural

(B)

Ao final de cada procedimento, realizou-se sutura de aproximacdo no plano
muscular quando necessario, seguida de sutura de pele com fio de nylon
monofilamentado 4-0.

A seguir, os enxertos foram colocados em tubos plésticos identificados (tipo
Eppendorf) contendo solugdo Celsior® e encaminhados para o Banco de Tecidos do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Universidade de Sado Paulo, onde foram
conservados em Solucdo Celsior® por 14 dias (grupo 2) ou por 50 dias (grupo 4) a
temperatura de 4 graus Celsius (° C) em refrigerador com sistema de monitoramento e

controle continuo de temperatura (Figura 8).
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Figura 8 - Desenho esquematico mostrando a retirada do enxerto, marcagdo no coto proximal e
encaminhamento para conservacao a frio (grupos 2 e 4)

A Solugdo Celsior® trata-se de uma solucdo propria para conservagdo de tecidos a
frio composta de glutationa (0,921 g/I), manitol (10,930 g/l), acido lactobi6nico (28,664
g/l), &cido glutdmico (2,942 g/l), hidroxido de sddio (4,000 g/l), cloreto de célcio (0,037
g/, cloreto de potassio (1,118 g/l), cloreto de magnésio (2,642 g/l), histidina (4,650 g/l)
e adjuvantes, aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sob o
Registro N° 80185570001, Processo 25351.329058/2006-87, fabricada em Bensheim,
Hessen, Alemanha pelo Laboratorio Dr. Franz Kohler Chemie Gmbh e comercializada
no Brasil pela empresa Contatti Comércio e Representacfes Ltda, Porto Alegre, RS,

Brasil, sob autorizacdo numero 8018557 (Figura 9).
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Figura 9 - Solugéo Celsior® e tubo plastico onde foi colocado o enxerto (seta)

As segundas cirurgias de cada grupo foram: enxertias convencionais (Grupos 1 e 3)
ou enxertias de nervos preservados a frio (Grupos 2 e 4). Os procedimentos seguiram a
mesma técnica operatdria das cirurgias iniciais, com incisdo sobre a incisdo prévia,
divulsdo de tecidos e exposi¢ao da regido do nervo ciatico.

Nos grupos 1 e 3, ap0ds respectivamente 14 e 50 dias de denervacao, localizou-se 0s
cotos da neurotomia proximal previamente ancorados em plano submuscular e
regularizou-se suas bordas, ressecando-se eventuais neuromas. Realizou-se entdo a
seccao distal do nervo num ponto 5 mm proximal a trifurcacdo do mesmo e inverteu-se o
enxerto, suturando-se sua borda distal no coto proximal do nervo, e sua borda proximal,
no coto distal do nervo, com o intuito de deixar qualquer alinhamento de fibras
completamente ao acaso. As suturas foram sempre feitas com 4 pontos simples dispostos

em intervalos simétricos, utilizando-se fio de nylon monofilamentado 10-0 (Figura 10).
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Figura 10 - Desenho esquematico da seccéo distal, inverséo e sutura do enxerto convencional
(grupos 1 e 3)

Nos grupos 2 e 4, apds respectivamente 14 e 50 dias de resfriamento, o enxerto foi
retirado do refrigerador e recolocado no mesmo animal doador, seguindo a mesma técnica
utilizada nos outros grupos, procedendo-se a regularizacdo das bordas e sutura epineural
com fio de nylon monofilamentado 10-0, tendo sido os cotos também invertidos de forma
que a porg¢éo proximal do enxerto, previamente marcada com um ponto, foi suturada na
extremidade distal do nervo, e a porgéo distal do enxerto foi suturada na extremidade
proximal do nervo, evitando-se qualquer aposicao intencional de fibras nervosas (Figuras

11,12, 13 e 14).
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Figura 11 - Dissec¢do dos cotos seccionados na cirurgia anterior, aguardando regularizacao das
bordas e enxertia (grupo 2)

Figura 12 — Nervo pos-resfriamento de 50 dias, notar coloragdo mais clara (A), reenxertado no
animal do grupo 4 de onde foi retirado (B)
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Figura 14 - Desenho esquemaético mostrando a enxertia invertida p6s-resfriamento (grupos 2 € 4)
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Apobs cada procedimento, realizou-se sutura de aproximacgdo no plano muscular
quando necessario, seguida de sutura de pele com fio de nylon monofilamentado 4-0.

No pds-operatorio foi sempre ministrado meloxicam 2 mg/kg uma vez ao dia por 7
dias e cloridrato de tramadol 5 mg/100 gramas de peso do animal por via intramuscular
por 5 dias.

Em todo o periodo em que os animais estiveram denervados, foi realizada
diariamente, no membro posterior operado, a aplicacdo local de um produto antibi6tico,
antisséptico, repelente e cicatrizante (bactrovet prata® aerosol), composto de
sulfadiazina, aluminio e cipermetrina, medicamento que forma uma camada protetora

sobre a pele do animal e que foi utilizado neste estudo visando evitar a autofagia.

4.3 Analises funcionais

Antes de qualquer procedimento, os animais foram submetidos a um treinamento
de marcha em duas fases: inicialmente durante sete dias por 10 minutos ao dia em uma
esteira para pequenos animais com velocidade controlada fabricada pela empresa AVS
Projetos, Sdo Carlos, SP, Brasil, e, a seguir, durante outros sete dias, também por 10
minutos ao dia, em uma maquete com uma passarela de acrilico construida pela Oficina
Ortopédica do Hospital das Clinicas de S&o Paulo, SP, Brasil, especialmente planejada de
forma a simular a passarela para marcha livre da aparelhagem onde posteriormente eles

foram colocados para a obtencéo das anélises funcionais (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 - Fase 1 do treinamento funcional: esteira com velocidade controlada

2

jwi £ i

Figura 16 - Fase 2 do treinamento funcional: maquete para marcha livre
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Em todos os grupos, apés o treinamento, foi feita a analise funcional da marcha
normal como controle, colocando-0s em uma aparelhagem prépria para analise da marcha
de pequenos animais de experimentacdo constituida de uma passarela de vidro ligada a
um programa de computador, sistema chamado catWalk® XT versdo 9,1, desenvolvido
inicialmente pelo Dr. Frank Hamers do Instituto de Neurociéncias da Universidade de
Utrecht, Holanda, fabricado pela empresa holandesa Noldus Information Technology,
Wageningen, Guéldria, Holanda, e comercializado no Brasil pela empresa Sellex S.A.,
S&o Paulo, SP, Brasil. O uso de tal aparelhagem para esta pesquisa foi disponibilizado
pelo Laboratorio de Regeneracdo Nervosa do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas — IB-UNICAMP. O conjunto deste sistema é formado por uma
plataforma com fundo de vidro para deambulacdo dos animais, coberta por uma
iluminacdo que é refletida internamente em toda a passarela, e acoplada a uma camara
filmadora de alta velocidade, que transforma cada cena em imagens digitais, transmitidas
a um programa de computador que fornece tabelas e gréaficos dindmicos representativos
da marcha, permitindo avaliacdes dos principais parametros da marcha dos animais

(Figura 17).
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Figura 17 - Sistema catWalk® XT verséo 9,1 (A), que fornece pardmetros dindmicos da marcha
do animal (B)

Antes de iniciar a anélise funcional de cada grupo no catWalk®, a aparelhagem foi
calibrada e regulada conforme orienta seu manual de instru¢des, de modo que o programa
possa captar apenas as marchas que apresentem uma intensidade de variacdo de
parametros adequada para as pegadas e filtrar ruidos de fundo ou interferéncias de
segundo plano. Assim, regulou-se os critérios da seguinte forma: captacdo da camara
(méaxima captacdo): 30,99 pixels; limiar de intensidade (minima captacdo): 0,20 pixels;
distancia da camara a passarela: 56 cm; calibracdo da area da passarela a ser captada: 20
cm x 10 cm; duracdo minima da corrida: 0,50 segundos; duracdo maxima da corrida: 8
segundos; numero minimo de corridas adquiridas por animal: 2; méxima variacdo de

velocidade permitida em cada corrida: 60 %; nimero minimo de animais: 5 (Figura 18).
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Figura 18 - Calibracdo da aparelhagem conforme padrdes orientados pelo sistema catWalk®

Apos higienizar a passarela com papel toalha embebido em alcool 70% para evitar
resquicios de odores, sujeiras ou excrementos de experimentos anteriores que podem
alterar o comportamento dos animais, posicionou-se o0s ratos no interior do aparelho,
fechando-se a tampa, ligando-se a iluminacao da passarela e esperando-se o animal andar
livremente na plataforma, até completar no minimo 2 e no maximo 5 corridas por cada

animal (Figura 19).
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Figura 19 - Rato posicionado no sistema catWalk®. Observar marcagdo do animal na cauda

Ao final de cada avaliacdo, os videos de todas as corridas foram classificados por
um processo manual de conferéncia das imagens, analisando o0 que o programa considerou
como pegadas dos animais e limpando, quadro a quadro, qualquer imagem que
representasse impressdes do abdomen, pelvis, cauda, nariz ou outras partes do animal que
por vezes tocam a passarela, sendo que, apos este processo de conferéncia, o programa
fornece uma tabela com os parametros da marcha classificada e apresenta a imagem das
pegadas, tornando visivel a diferenca, quantificada na tabela, entre as medidas do membro
operado e dos membros ndo operados. Dentre os parametros fornecidos pela maquina,
utilizou-se dois deles para as avaliagdes: a a&rea maxima de contato do membro operado e
a maxima intensidade de pressdo durante o contato maximo da pata operada (Figura 20).
Em cada avaliagdo realizada, para cada parametro calculou-se a média dos valores de

todas as corridas do mesmo animal e transportou-se esta média para tabelas Excel®.
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Figura 20 - Marcha classificada, com tabela final dos pard@metros (A) e imagens das pegadas do
MAD (n&do operado) e do MPD (operado) (B)

Ap0s as enxertias (convencionais nos grupos 1 e 3 ou preservadas a frio nos grupos
2 e 4), aandlise funcional da marcha nesta aparelhagem foi avaliada no terceiro ou quarto
dia de pos-operatorio e quinzenalmente durante 60 dias, seguindo a mesma metodologia

descrita para a avaliacdo pre-operatéria de controle.

4.4 Anélises eletrofisiologicas

O estudo eletrofisiologico foi realizado através da andlise do potencial evocado
motor 60 dias apds os procedimentos cirargicos da enxertia, obtendo-se a laténcia (tempo
de resposta) e a amplitude do estimulo no membro operado e no membro contralateral,
este Ultimo servindo como controle.

Os materiais necessarios para 0 procedimento consistiram em aparelho de

eletromiografia de quatro canais, 2 eletrodos de agulha monopolares do tipo corkscrew
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EO401 da empresa Neuromedical Supplies (Horsham, West Sussex, Inglaterra) para
estimulacdo transcraniana, 1 eletrodo de agulha monopolar para ser utilizado como terra
e 4 pares de eletrodos de agulhas monopolares para serem utilizados na captacdo das

respostas motoras nos membros posteriores do animal (Figura 21).

Figura 21 - Eletromiografo de quatro canais utilizado na obtencdo do potencial evocado

Os passos para obtengdo do potencial evocado motor nos ratos foram feitos
conforme descrito por Ferreira et al. (2005), iniciando-se com anestesia com 55 a 75
mg/Kg de pentobarbital intraperitoneal associado com 55 a 75 mg/Kg de ketamina
intramuscular. A captacdo das respostas musculares foi realizada com a colocagéo de
pares de eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), com distancia inter-
eletrodos definida e fixa, para captacdo em membros posteriores, inseridos na
musculatura distal dos referidos membros, nos musculos tibial anterior e gastrocnémio.

O eletrodo de terra foi colocado na regido lombar através de um eletrodo de agulha
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monopolar. A estimulacdo elétrica transcraniana foi realizada com a colocagdo de dois
eletrodos de agulha tipo corkscrew, no couro cabeludo na regido frontal (&nodo) e
occipital (catodo) na linha inter-hemisférica, para estimulacdo bilateral simultanea
(Figura 22). Durante o procedimento, cuidados foram tomados para evitar a exposi¢ao
dos animais a ruidos externos, claridade excessiva ou campos eletromagnéticos nas

proximidades. Além disso, o prdprio eletromidgrafo possui filtros de ruidos.

Figura 22 - Animal preparado para obtencdo do potencial evocado motor (A), mostrando no
detalhe eletrodos inseridos na musculatura de um membro

Apos a colocagdo dos eletrodos no rato, iniciou-se o equipamento e verificou-se a
impedancia destes eletrodos, para comprovar a boa adaptabilidade dos mesmos, a fim de
obter respostas mais nitidas, seguras e fidedignas. A calibracéo do aparelho foi feita em
dois aspectos: a captagdo das respostas musculares (varredura: janela de 20 ms,
sensibilidade: 2 mV/div., filtro de baixa frequéncia: 10 Hz e filtro de alta frequéncia: 10
Khz) e a estimulacdo elétrica transcraniana (através de estimulo de 0,2 ms de duracdo). A
intensidade de estimulo aplicada foi supramaxima, o que se determinou através do

aumento gradativo da corrente elétrica de 0,1 em 0,1 mA até que a amplitude dos dois
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Gltimos estimulos fosse a mesma. O eletromidgrafo forneceu os valores e os graficos da

laténcia (m/s) e da amplitude (mv) dos muasculos analisados (Figura 23).
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Figura 23 - Registro do potencial evocado em valores e graficos pelo eletromidgrafo (grupo 1-
rato 5)

4.5 Analises histomorfométricas

O dltimo procedimento realizado foi a coleta de material para exame
histomorfométrico, feita na data da avaliacdo final de cada grupo, aos 60 dias de pos-
operatério das enxertias, apos a captacdo do potencial evocado motor e imediatamente
antes da eutandsia dos animais. A anestesia e a técnica operatdria seguiram oS mesmos
métodos descritos para as cirurgias anteriores, sendo a abordagem feita sobre as cicatrizes
das incisdes cirargicas prévias. Retirou-se uma amostra com cerca de 2 mm de espessura

do nervo ciatico de cada rato, tanto na regido proximal ao enxerto, como na regido distal



64

ao mesmo (3 mm proximal e 3 mm distal ao local do reparo), evitando-se as areas de

sutura com possiveis fibroses e outras reacdes teciduais (Figura 24).

Figura 24 - Procedimento para coleta de material 60 dias pos-enxertia (grupo 4). Notar bom
aspecto do nervo regenerado (seta)

O material coletado foi sempre mergulhado em solucdo de glutaraldeido e
imediatamente encaminhado para analises.

A avaliacdo histomorfométrica do material foi realizada pelo Setor de Anatomia
Patoldgica do Laboratorio de Investigacdo Médica do Sistema Musculoesquelético (LIM-
41) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. O processamento dos
nervos iniciou-se pela técnica de inclusdo para microscopia eletrénica de transmissao.
Fixou-se o material em uma solu¢do composta por glutaraldeido 2,5% e cloreto de calcio
5mM em tampdo cacodilato de s6dio 0,1M (pH 7,3), overnight (durante a noite), a 4°C.

Lavou-se em tampdo cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,3), 3 vezes por 5 minutos cada
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procedimento. Em seguida, contrastou-se o material com tetroxido de ésmio a 2% em
agua destilada e solugdo de ferrocianeto de potassio, na proporcéo de 1:1. Lavou-se 4
vezes em tampdo cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,3) por 5 minutos cada um destes
processos. Desidratou-se em concentragdes crescentes de acetona 50%, 70%, 90% (por
10 minutos cada etapa) e em acetona 100% (3 vezes por 15 minutos cada etapa). Infiltrou-
se em solugdo composta de resina Epon e acetona pura (1:1) por 3 horas. Colocou-se em
Epon puro, overnight. Por fim, incluiu-se o material em pequenas formas de silicone,
etiquetou-se e polimerizou-se em estufa a 60 °C por 72 horas. Os blocos obtidos tiveram
sua extremidade desbastada com uma lima até ser atingido o material. A regido a ser
estudada foi configurada com gilete na forma de um trapézio e cuidadosamente limpa
antes de cortar-se 0 material. Realizou-se cortes semi-finos com navalha de vidro no
ultramicr6tomo Sorvall®, na espessura de 0,5 a 1 um. Os cortes foram colhidos com a
ajuda de uma argola de niquel, a qual, por sua vez, foi posicionada de modo a tocar uma
gota de agua destilada sobre uma lamina de vidro, para que os cortes fossem transferidos
para a ldamina. Colocou-se as laminas sobre uma placa aquecida até a dgua evaporar e 0
corte fixar-se a lamina. Entdo, utilizou-se uma solucdo de azul de metileno a 1 %,
previamente preparada (dissolvendo-se 1 g de borato em agua morna e adicionando-se 1
grama de azul de metileno), colocando-se algumas gotas da mesma sobre os cortes e
deixando-se aquecer até formar uma borda brilhante. Retirou-se a lamina da placa
aquecedora e lavou-se com agua destilada. Secou-se com papel de filtro para depois se
observar ao microscopio de luz.

O material corado foi analisado ao microscépio dptico marca Carl Zeiss modelo
Axiolab e foram realizadas fotografias digitais de todas as laminas com objetiva de

imersdo (X100) e camera acoplada. A camera utilizada foi a JVC TK-1270 Color Video
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Céamera e as resolugdes das imagens foram de 720 pixels de largura e 576 pixels de altura

(Figura 25).

Figura 25 - Axdnios corados com azul de metileno apds regeneracdo em objetiva de imerséo
(X100)

As fotografias foram transferidas ao computador atraves de um sistema de captura
de imagens, denominado “EasyCap®”, do fabricante Feasso, Sao Paulo, SP, Brasil. A
cada corte transversal foram amostrados cinco campos distintos de 3.123,7um?2,
escolhidos de forma aleatoria. Pela op¢do manual, as bainhas de mielina visualizadas
foram contornadas com o cursor, sendo entdo contados os axénios mielinicos e medidas
as respectivas areas. O programa utilizado para tal foi 0 KS300® 3.0 da Zeiss, que possui
vérias interfaces que permitem realizar tarefas de processamento e analise de imagens

(Figura 26).
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Figura 26 - Uma das interfaces do programa KS300® 3.0 da Zeiss utilizado para contagem e
medida de &rea dos axdnios corados com azul de metileno. Aumento: 100X, unidade: micrometro
(um), distancia X: 50 pm, distancia Y: 40 pm, escala X: 0.0957854 um/pixel, escala Y: 0.0956938
um/pixel e proporgdo: 1.00096. Area total da foto: 3.123,7 um?

A partir dos dados obtidos, dois indices, expressos como percentagens, foram
determinados para todos os nervos analisados: o indice de regeneracdo, calculado
dividindo-se o0 nimero total de axdnios mielinizados no segmento distal ao local do reparo
pelo ndmero total de axdnios mielinizados no segmento proximal e multiplicando-se o
resultado por 100, e o indice de mudanca de area, calculado dividindo-se a soma das areas
dos ax6nios no segmento distal pela soma das areas dos axénios no segmento proximal,
com o resultado também multiplicado por 100.

No grupo de enxertia preservada a frio por 14 dias, foi retirado um fragmento de
nervo de 1 mm do coto proximal do enxerto imediatamente antes e imediatamente ap6s
0 processo de resfriamento, sendo ambas amostras encaminhadas para 0s procedimentos
histo-morfométricos seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente e sendo
obtidos os dados de nimero total de axdnios mielinizados e soma de suas respectivas

areas.
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4.6 Andlises estatisticas

Os dados obtidos nas diferentes avaliagdes foram armazenados em planilhas Excell
para posterior avaliacéo.

As analises estatisticas foram feitas pelo programa GraphPad Prism® Versdo 6.0
(produzido pela GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Todos os dados
colhidos foram quantitativos. Inicialmente, foi feita a estatistica descritiva dos parametros
analisados, apresentando valores da media, do desvio-padrdo e do erro padrdo. A
homogeneidade das distribuicbes (parametricidade) foi avaliada pela prova de
Kolmogorov-Smirnov. Para a avaliacdo global dos quatro grupos foi utilizado o teste de
andlise de variancia simples One-way ANOVA. Para comparar 0s grupos entre eles, aos
pares, empregou-se o pds-teste de Bonferroni. Foi adotado o nivel de significancia de 5%
(a=0,05). Os valores de p foram discutidos utilizando os seguintes intervalos: p < 0.001
(extremamente significante), p de 0.001 a 0.01 (muito significante), p de 0.01 a 0.05
(significante) e p > 0.05 (ndo significante).

Nas analises eletrofisioldgicas, além da avaliacdo global dos grupos com o teste de
analise de variancia simples One-way ANOVA e da comparacdo dos grupos entre eles,
aos pares, através do pos-teste de Bonferroni, utilizou-se ainda uma analise pareada para
comparacdo do lado esquerdo com o lado direito de cada animal dentro de um mesmo
grupo através do teste “t” pareado. Foi também adotado o nivel de significancia de 5%
(a = 0,05), com valores de p utilizados na discussdo como descrito: p < 0.001
(extremamente significante), p de 0.001 a 0.01 (muito significante), p de 0.01 a 0.05
(significante) e p > 0.05 (n&o significante).

Nas analises histomorfométricas, além da avaliacdo global dos grupos com o teste

de analise de variancia simples One-way ANOVA e da comparagdo dos grupos entre eles,
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aos pares, através do pos-teste de Bonferroni, também se utilizou uma analise pareada
para comparacao do numero de axdnios proximais e distais de cada animal, assim como
da area proximal e distal dos ax6nios mielinizados de cada animal, utilizando-se o teste
“t” pareado. Para a comparagdo do nimero de axonios pré e pos-resfriamento e da area
pré e pos-resfriamento utilizou-se o teste “t” pareado. Foi também adotado o nivel de
significancia de 5% (a = 0,05), com valores de p utilizados na discussdo como descrito:
p < 0.001 (extremamente significante), p de 0.001 a 0.01 (muito significante), p de 0.01
a 0.05 (significante) e p > 0.05 (ndo significante).

Os resultados foram apresentados em tabelas estatisticas e em gréficos lineares ou

colunares.



5. RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados das analises funcionais

5.1.1 Tabelas das analises funcionais

Tabela 1 — Distribui¢do dos valores da 4rea maxima de contato do membro operado no grupo 1:
média das corridas de cada animal por avaliagio (cm?)

Rato Pré-op Pés-op - 12 aval Pés-op - 22 aval Pés-op - 3% aval Pés-op - 4% aval

1 1,24 1,44 0,33 0,37 0,34

2 2,38 1,72 1,50 0,84 0,34

3 2,15 1,75 0,39 1,35 0,16

4 1,24 0,50 0,29 1,80 0,21

5 2,70 0,15 0,43 1,20 0,95
Média 1,94 1,11 0,59 1,11 0,40
Desvio padrao 0,67 0,74 0,51 0,54 0,32
Erro padréo 0,30 0,33 0,23 0,24 0,14

Aval = avaliacdo, cm? = centimetros ao quadrado, pos-op = pos-operatorio, pré-op = pré-operatorio.
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Tabela 2 — Distribui¢do dos valores da area maxima de contato do membro operado no grupo
2: média das corridas de cada animal por avaliagdo (cm?)

Rato Pré-op Pds-op - 12 aval Pés-op - 22 aval. Pés-op - 32 aval. Pés-op - 4% aval.

1 1,37 0,39 0,64 0,79 0,55

2 1,63 0,42 0,29 0,87 0,40

3 1,80 0,44 0,22 0,42 0,25

4 1,83 0,42 0,16 0,44 0,09

5 1,82 1,12 0,05 0,22 0,58
Média 1,69 0,56 0,27 0,55 0,37
Desvio padréo 0,20 0,31 0,22 0,27 0,20
Erro padréo 0,09 0,14 0,10 0,12 0,09

Aval = avaliagdo, cm? = centimetros ao quadrado, pos-op = pds-operatorio, pré-op = pré-operatorio.

Tabela 3 — Distribuicdo dos valores da &rea maxima de contato do membro operado no grupo
3: média das corridas de cada animal por avaliagio (cm?)

Rato Pré-op Pds-op - 12 aval Pds-op - 22 aval Pds-op - 3% aval Pds-op - 42 aval

1 2,54 0,30 0,21 0,24 0,58

2 2,29 0,14 0,08 0,06 0,37

3 2,72 0,49 0,31 0,32 0,84

4 2,46 0,10 0,07 0,04 0,33

5 1,40 0,09 0,06 0,03 0,30
Média 2,28 0,22 0,15 0,14 0,48
Desvio padrao 0,52 0,17 0,11 0,13 0,23
Erro padréo 0,23 0,08 0,05 0,06 0,10

Aval = avaliacdo, cm? = centimetros ao quadrado, pds-op = pds-operatério, pré-op = pré-operatorio.
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Tabela 4 — Distribui¢do dos valores da area maxima de contato do membro operado no grupo 4:
média das corridas de cada animal por avaliagdo (cm?)

Rato Pré-op Pés-op - 12 aval Pds-op - 22 aval Pds-op - 32 aval Pdés-op - 4% aval

1 2,54 0,66 0,88 3,20 2,77

2 2,29 0,08 0,33 2,85 0,32

3 2,72 0,93 1,28 3,52 3,17

4 1,30 0,05 0,08 2,50 0,28

5 2,56 0,13 0,69 3,10 2,06
Média 2,28 0,37 0,65 3,03 1,72
Desvio padrao 0,57 0,40 0,46 0,38 1,36
Erro padréo 0,25 0,18 0,21 0,17 0,61

Aval = avaliacdo, cm? = centimetros ao quadrado, p6s-op = pds-operatorio, pré-op = pré-operatorio.

Tabela 5 - Distribuicdo dos valores da méaxima intensidade de pressdo no contato maximo do
membro operado no grupo 1: média das corridas de cada animal por avaliacdo
(unidade propria de pressdo do sistema)

Rato Pré-op Pés-op - 12 aval Pés-op - 22 aval Pés-op - 32 aval Pés-op - 42 aval

1 207,50 184,50 139,00 155,62 194,33

2 219,50 191,25 215,00 181,00 161,67

3 218,00 134,60 135,50 209,00 158,00

4 207,50 125,25 151,00 215,67 138,25

5 223,00 117,00 217,00 208,00 158,11
Média 215,10 150,52 171,50 193,86 162,07
Desvio padrao 7,17 34,75 41,03 25,16 20,25
Erro padréo 3,20 15,51 18,32 11,25 9,04

Aval = avaliagdo, Pré-op = pré-operatério, pés-op = pds-operatorio.
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Tabela 6 — Distribui¢do dos valores da maxima intensidade de pressdo no contato méaximo do
membro operado no grupo 2: média das corridas de cada animal por avaliacéo
(unidade proépria de pressao do sistema)

Rato Pré-op Pés-op - 12 aval Pés-op - 22 aval Pés-op - 3% aval Pds-op - 4% aval

1 235,50 132,80 185,00 206,50 205,00

2 238,50 157,44 171,88 218,00 121,33

3 238,67 156,67 157,00 137,00 124,00

4 234,00 142,50 97,00 123,00 150,00

5 237,33 153,42 99,00 138,67 158,50
Média 236,80 148,56 141,98 164,63 151,77
Desvio padréo 2,01 10,64 41,35 44,08 33,83
Erro padréo 0,90 4,76 18,49 19,71 15,13

Aval = avaliagdo, pos-op = pds-operatorio, pré-op = pré-operatorio.

Tabela 7 - Distribuicdo dos valores da maxima intensidade de pressdo no contato méximo do
membro operado no grupo 3: média das corridas de cada animal por avaliacdo
(unidade propria de pressdo do sistema)

Rato Pré-op Pés-op - 12 aval Pés-op - 22 aval Pés-op - 3% aval Pés-op - 4% aval

1 234,00 89,00 75,92 107,75 112,00

2 236,50 127,33 80,00 142,17 133,86

3 240,00 154,15 84,12 160,00 156,23

4 236,00 82,11 73,34 108,38 104,76

5 237,25 88,24 76,42 164,90 107,82
Média 236,75 108,17 77,96 136,64 122,93
Desvio padréo 2,18 31,32 4,18 27,42 21,83
Erro padréo 0,97 14,01 1,87 12,26 9,76

Aval = avaliacdo, p6s-op = pos-operatdrio, pré-op = pré-operatorio.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos valores da méxima intensidade de pressdo no contato maximo do
membro operado no grupo 4: média das corridas de cada animal por avaliacdo (unidade
prépria de pressdo do sistema)

Rato Pré-op Pés-op - 1% aval Pds-op - 22 aval Pds-op - 3% aval Pés-op - 4% aval

1 234,50 174,40 132,00 224,00 248,80

2 236,50 102,75 117,00 203,98 211,00

3 240,00 127,33 228,00 232,02 247,00

4 236,00 92,98 198,89 218,00 207,20

5 236,77 107,50 209,11 212,00 226,00
Média 236,75 120,99 177,00 218,00 228,00
Desvio padréo 2,01 32,37 49,34 10,78 19,49
Erro padréo 0,90 14,48 22,06 4,82 8,71

Aval = avaliagdo, pos-op = pds-operatorio, pré-op = pré-operatorio.
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Gréfico 1 - Area de contato maximo do membro operado por avaliacdo realizada nos

grupos 1 e 2 (média e erro padréo)
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Pré-op: p > 0,9999; 18 pds-op: p = 0,4215; 22 pds-op: p > 0,9999; 32 pds-op: p = 0,3947; 42 pbs-op: p >

0,9999

pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatdrio, cm? = centimetros ao quadrado.

Gréfico 2 - Area de contato maximo do membro operado por avaliacéo realizada nos

grupos 1 e 3 (média e erro padrao)
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*=p < 0,05 (significante).

Pré-op: p > 0,9999; 12 pds-op: p = 0,0318; 22 pds-op: p = 0,8349; 32 p6s-op: p = 0,0145; 42 p6s-op: p > 0,999

pré-op = pré-operatério, pés-op = pds-operatorio, cm? = centimetros ao quadrado.
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Gréfico 3 - Area de contato maximo do membro operado por avaliagio realizada nos
grupos 2 e 4 (média e erro padrao)
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*** = p < 0,001 (extremamente significante)
Pré-op: p > 0,3272; 12 p6s-op: p > 0,9999; 22 p6s-op: p > 0,9999; 32 pés-op: p < 0,0001; 42 pds-op: p = 0,0003
pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatorio cm? = centimetros ao quadrado.

Gréfico 4 - Area de contato maximo do membro operado por avaliagdo realizada nos
grupos 3 e 4 (média e erro padrao)

] Pré-operatério Pés-operatério Grupo 3
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** =p < 0,01 (muito significante); *** = p < 0,001 (extremamente significante)
pré-op: p > 0,9999; 12 p6s-op: p > 0,9999; 22 pds-op: p > 0,5715; 32 pds-op: p < 0,0001; 42 pés-op: p = 0,0010
pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatorio, cm? = centimetros ao quadrado.
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Gréfico 5 - Area de contato maximo do membro operado por avaliacio realizada - visdo
geral em todos os grupos (média e erro padrdo)

Area de Contato Méaximo (cm2)
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pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatério, cm? = centimetros ao quadrado.

Gréafico 6 -

Intensidade Maxima de Contato
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Intensidade méaxima de contato do membro operado por avaliacdo realizada
nos grupos 1 e 2 (média e erro padréo)
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9999; 12 pds-op: p > 0,9999; 22 pos-op: p = 0,4592; 32 pds-op: p = 0,0900; 42 pds-op: p >

pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatorio, cm? = centimetros ao quadrado.
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Gréfico 7 - Intensidade mé&xima de contato do membro operado por avaliagéo realizada
nos grupos 1 e 3 (média e erro padréo)

260 1 Pré-Operatoério Po6s-Operatoério —— Grupo 1
240 4 —— Grupo 3
220 -

200
180
160
140
120
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** = p < 0,01 (muito significante); *** = p < 0,001 (extremamente significante)
Pré-op: p > 0,9999; 12 pds-op: p > 0,0815; 22 pds-op: p < 0,0001; 32 pds-op: p = 0,0071; 42 pds-op: p = 0,1321
pré-op = pré-operatdrio, pds-op = pds-operatério, cm? = centimetros ao quadrado.

Gréfico 8 - Intensidade mé&xima de contato do membro operado por avaliagédo realizada
nos grupos 2 e 4 (média e erro padréo)
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** = p < 0,01(muito significante); *** = p < 0,001 (extremamente significante)

Pré-op: p > 0,9999; 12 pos-op: p > 0,9999; 22 pos-op: p = 0,4018, 32 pds-op: p = 0,0014; 42 pés-op: p = 0,0002
pré-op = pré-operatorio, pds-op = pds-operatorio, cm? = centimetros ao quadrado.
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Gréfico 9 - Intensidade mé&xima de contato do membro operado por avaliagéo realizada
nos grupos 3 e 4 (média e erro padréo)
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Pré-op: p > 0,9999; 12 p6s-op: p > 0,9999; 22 pds-op: p < 0,0001; 3* pos-op: p < 0,0001; 42 pés-op: p <
0,0001

pré-op = pré-operatdrio, pds-op = pds-operatério, cm? = centimetros ao quadrado.

Graéfico 10 - Intensidade maxima de contato do membro operado por avaliacdo realizada
- visdo geral em todos os grupos (média e erro padréo)
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pré-op = pré-operatério, pds-op = pds-operatério, cm? = centimetros ao quadrado.
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5.2.1 Tabelas das analises eletrofisioldgicas
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Tabela 9 - Distribuicdo dos valores do potencial evocado do grupo 1 aos 60 dias apds a enxertia

m tibial anterior E

m gastrocnémio E

m tibial anterior D

m gastrocnémio D

Rato Laténcia Amplitude Laténcia ~ Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude
(m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv)

1 4,10 550,00 16,40 303,11 4,11  1.200,00 13,40 226,10

2 11,71 177,00 35,60 358,02 14,01  1.003,02 19,32 100,06

3 3,20 154,11 8,50 321,00 9,11 678,30 12,80 96,06

4 7,20 716,20 11,50 703,01 12,80 993,01 14,30 164,00

5 9,47 509,68 12,50 332,26 9,85 438,71 14,39 196,77
Média 7,12 421,40 16,90 403,48 9,98 862,60 14,84 156,60
DP 3,56 246,18 10,83 168,62 3,85 301,75 2,58 57,79
EP 5,79 248,41 13,06 170,85 6,09 303,98 4,82 60,02

E = esquerdo, D = direito, m = musculo, ms = milissegundos, mv = microvolts, DP = desvio padrdo, EP

= erro-padrdo
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Tabela 10 - Distribuicdo dos valores do potencial evocado do grupo 2 aos 60 dias apés a
enxertia

m tibial anterior E~ m gastrocnémio E ~ m tibial anterior D m gastrocnémio D

Rato  Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude
(m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv)

1 3,90 449,10 18,30 323,60 3,20 940,30 11,90 213,80

2 8,20 22430 23,50 412,10 8,70 879,40 18,70 342,20

3 4,20 323,10 9,80 258,30 15,80  1023,00 14,60 223,10

4 5,80 412,20 28,90 612,10 11,20 884,20 15,90 512,00

5 6,70 634,30 12,40 443,20 6,20 543,70 13,20 332,30
Media 5,76 408,40 18,58 409,60 9,02 853,80 14,86 324,40
DP 1,78 153,18 7,84 134,70 4,81 183,17 2,62 120,68
EP 0,80 68,50 3,51 60,24 2,15 81,91 1,17 53,97

E = esquerdo, D = direito, m = musculo, ms = milissegundos, mv = microvolts, DP = desvio-padrao,
EP = erro-padrdo

Tabela 11 - Distribuicdo dos valores do potencial evocado do grupo 3 aos 60 dias apos a
enxertia

m tibial anterior E m gastrocnémio E m tibial anterior D m gastrocnémio D

Rato Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia ~ Amplitude

(mf/s) (mv) (mf/s) (mv) (mf/s) (mv) (mf/s) (mv)

! 5,40 295,60 13,60 449,30 7,50 597,10 0,00* 0,00*

2 8,90 960,30 9,60 182,10 9,30 511,00 10,70 176,20
3 3,90 528,50 12,10 823,40 5,00 458,40 27,10 70,10

4 4,60 387,20 10,70 486,20 7,10 390,10 26,40 157,20

5 4,60 772,40 21,80 449,30 11,10 792,90 12,90 475,80
Media 5,48 588,80 13,52 478,06 8,00 549,90 15,42 175,86
DP 1,98 274,76 4,86 228,35 2,31 155,48 11,44 181,95
EP 0,89 122,87 2,17 102,12 1,03 69,53 5,11 81,37

E = esquerdo, D = direito, m = musculo, ms = milissegundos, mv = microvolts, DP = desvio-padrao,
EP = erro-padrdo
* = Sem resposta.
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Tabela 12 - Distribuigdo dos valores do potencial evocado do grupo 4 aos 60 dias apés a
enxertia

m tibial anterior E~ m gastrocnémio E ~ m tibial anterior D m gastrocnémio D

Rato  Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude Laténcia Amplitude
(m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv) (m/s) (mv)

1 3,20 448,10 14,70 603,00 2,90 309,00 2,90 78,20

2 14,20 255,20 12,80 214,10 5,30 338,20 3,90 99,30

3 8,00 234,40 32,80 339,30 3,90 198,70 8,60 22,80

4 9,10 332,00 23,90 432,20 6,70 654,10 6,90 168,20

5 7,30 522,50 22,60 678,00 2,40 210,00 5,40 45,90
Média 8,36 358,20 21,36 453,20 4,24 341,80 5,54 82,40
DP 3,95 124,15 8,01 189,53 1,76 184,80 2,28 56,28
EP 1,77 55,52 3,58 84,76 0,79 82,65 1,02 25,17

E = esquerdo, D = direito, m = masculo, ms = milissegundos, mv = microvolts, DP = desvio-padrao,
EP = erro-padrao

5.2.2 Gréficos das analises eletrofisioldgicas

Gréfico 11 - Laténcia do musculo tibial anterior esquerdo por grupos (média e erro
padréo)
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p > 0,9999 nas comparacdes entre TEL1 e TEL2, TEL1 e TEL3, TEL1 e TEL4, TEL2 e TEL3, TEL2 e TEL4
p = 0,8385 na comparacdo entre TEL3 e TEL4
TEL = laténcia do masculo tibial anterior esquerdo, m/s = metro por segundo
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Graéfico 12 - Amplitude do musculo tibial anterior esquerdo por grupos (média e erro

padrdo)
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p > 0,9999 nas comparacOes entre TEAL e TEA2, TEAl e TEA3, TEAl e TEA4, TEA2 e TEA3, TEA2 e

TEA4
p = 0,6027 na comparacdo entre TEA3 e TEA4
TEA = Amplitude do masculo tibial anterior esquerdo, mv = microvolt

Gréfico 13 - Laténcia do musculo gastrocnémio esquerdo por grupos (média e erro

padrdo)
3017
E 201
©
o
c
2 1o
P 10
-
0= T T
\/'y \/“[, \:b \/b(
OQ/ OQ/ 0((/ OQ/
Grupos

p > 0,9999 nas comparacdes entre GEL1 e GEL2, GEL1 e GEL3, GEL1 e GEL4, GEL2 e GEL3, GEL2 e

GEL4
p = 0,9035 na comparacgdo entre GEL3 e GEL4
GEL = laténcia do masculo gastrocnémio esquerdo, m/s = metro por segundo
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Graéfico 14 - Amplitude do musculo gastrocnémio esquerdo por grupos (média e erro

padréo)
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p > 0,9999 nas comparagOes entre GEAL e GEA2, GEAL e GEA3, GEALl e GEA4, GEA2 e GEAS3,

GEA2 e GEA4, GEA3 e GEA4
GEA = Amplitude do musculo gastrocnémio esquerdo, mv = microvolt

Graéfico 15 - Laténcia do masculo tibial anterior direito por grupos (média e erro padrao)
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p > 0,9999 na comparacédo entre TDL1 e TDL2 e p = 0,6007 na comparacédo entre TDL3 e TDL4
TDL = laténcia do musculo tibial anterior direito, m/s = metro por segundo
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Graéfico 16 - Amplitude do musculo tibial anterior direito por grupos (média e erro

padréo)
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p > 0,9999 na comparacdo entre TDAL e TDA2 e p = 0,8604 na comparacdo entre TDA3 e TDA4
TDA = Amplitude do muasculo tibial anterior direito, mv = microvolt

Graéfico 17 - Laténcia do muasculo gastrocnémio direito por grupos (média e erro padréo)
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p > 0,9999 na comparacgéo entre GDL1 e GDL2 e p = 0,1277 na comparacdo entre GDL3 e GDL4
GDL = Laténcia do musculo gastrocnémio direito, m/s = metro por segundo
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Graéfico 18 - Amplitude do musculo gastrocnémio direito por grupos (média e erro
padréo)
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p = 0,5851 na comparacéo entre GDA1 e GDA2 e p > 0,9999 na comparacdo entre GDA3 e GDA4
GDA = Amplitude do musculo gastrocnémio direito, mv = microvolt

Graéfico 19 - Laténcia do musculo tibial anterior dos lados esquerdo e direito por grupos
(média e erro padrao)
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p = 0,0826 na comparacéo entre TEL1 e TDL1, p =0,2396 na comparacdo entre TEL2 e TDL2, p = 0,0766
na comparacao entre TEL3 e TDL3, p = 0,0451 na comparagdo entre TEL4 e TDL4

TEL = laténcia do musculo tibial anterior esquerdo, TDL = laténcia do musculo tibial anterior direito, m/s
= metro por segundo
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Graéfico 20 - Amplitude do masculo tibial anterior dos lados esquerdo e direito por grupos
(média e erro padréo)
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p = 0,0476 na comparacdo entre TEAL e TDAL, p =0,0344 na comparagdo entre TEA2 e TDA2, p=0,7631
na comparacao entre TEA3 e TDA3, p = 0,8852 na comparacdo entre TEA4 e TDA4

TEA = amplitude do musculo tibial anterior esquerdo, TDA = amplitude do misculo tibial anterior
direito, mv = microvolt

Gréfico 21 - Laténcia do musculo gastrocnémio dos lados esquerdo e direito por grupos
(média e erro padréo)
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p = 0,6095 na comparacédo entre GEL1 e GDL1, p =0,2912 na comparagao entre GEL2 e GDL2, p =
0,7723 na comparacédo entre GEL3 e GDL3, p = 0,0038 na comparacéo entre GEL4 e GDL4

GEL = laténcia do masculo gastrocnémio esquerdo, GDL = laténcia do musculo gastrocnémio direito,
m/s = metro por segundo
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Graéfico 22 - Amplitude do muasculo gastrocnémio dos lados esquerdo e direito por grupos
(média e erro padréo)
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p = 0,0365 na comparacgdo entre GEA1 e GDA1, p = 0,0043 na comparacdo entre GEA2 e GDA2, p =
0,1059 na comparacdo entre GEA3 e GDAS3, p = 0,0162 na comparacgdo entre GEA4 e GDA4

GEA = amplitude do masculo gastrocnémio esquerdo, GDA = amplitude do masculo gastrocnémio direito,
mv = microvolt

Graéfico 23 - Soma das amplitudes dos musculos tibial anterior e gastrocnémio dos lados
esquerdo e direito por grupos (média e erro padrdo)
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p = 0,3456 na comparacdo entre E1 e D1, p = 0,0764 na comparagdo entre E2 e D2, p = 0,0815 na
comparacgdo entre E3 e D3, p = 0,1266 na comparacdo entre E4 e D4
E = esquerdo, D = direito, mv = microvolt

Amplitude mm tibial + gastrocnémio (mv)
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5.3 Resultados das analises histomorfométricas

5.3.1 Tabelas das analises histomorfométricas

Tabela 13 - Distribui¢do dos valores do nimero de axénios mielinizados e area do grupo 1
aos 60 dias apds a enxertia (soma de 5 campos aleatdrios por 1amina)

Rato NAP NAD AP (um) AD(um) IR (%) IMA (%)
1 196,00 447,00  4210,85 502995 228,06 11945
2 390,00 29500 445400 3510,70 7564 78,82
3 13400 332,40 265536 167935 24805 63,24
4 310,80 143,00  5493,70 276,05 46,01 5,02
5 346,00 32800 386741 3521,36 9479 91,05

Média 275,40 309,10 4136,30  2803,50 138,50 71,50
DP 106,90 109,20 1026,50 1845,60 92,80 42,50

EPM 47,80 48,80 459,00 825,40 41,50 19,00
NAP = nimero de axdnios proximais, NAD = nimero de axonios distais, AP = area total dos axdnios
proximais, AD = &rea total dos ax6nios distais, IR = indice de regeneracdo, IMA = indice de mudanca de
area, um = micrdémetro, % = percentagem, DP = desvio padrdo, EPM = erro padrdo da média.

Tabela 14 - Distribuicdo dos valores do nimero de axdnios mielinizados e area do grupo
2 aos 60 dias apds a enxertia (soma de 5 campos aleatdrios por lamina)

Rato NAP NAD AP (um) AD(um) IR (%) IMA (%)
1 24900 209,00 748385 1002423 83,93 133,94
2 741,00 632,00  6049,10 6257,65 8529 103,44
3 302,00 874,00 775881 493872 28940 63,65
4 172,00 667,00  7890,67 412913 387,79 52,32
5 379,00 568,00  7302,15  6631,06 149,86 90,80
Média 368,60 590,00 729690 639620 199,30 88,80
DP 22150 241,90 73450 226390 13450 32,50

EPM 110,70 139,60 367,20 1307,10 77,70 18,80

NAP = nimero de axdnios proximais, NAD = nimero de axdnios distais, AP = &rea total dos axonios
proximais, AD = &rea total dos ax6nios distais, IR = indice de regenera¢do, IMA = indice de mudanca de
area, um = micrémetro, % = percentagem, DP = desvio padrdo, EPM = erro padrdo da média.
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Tabela 15 - Distribui¢do dos valores do niumero de axdnios mielinizados e &rea do grupo
13 aos 60 dias apds a enxertia (soma de 5 campos aleatorios por lamina)

Rato NAP NAD AP (um) AD(um) IR (%) IMA (%)

1 252,00 406,00  7039,99  5092,11 161,10 72,33

2 24625 371,00 681446  4417,71 150,70 64,83

3 307,50 45825 691458  5387,12 14900 77,91

4 230,75 349,75 608579 444633 15160 73,06

5 318,00 421,00 681564 469124 13240 68,83
Média 270,90 401,20  6734,10 480690 149,00 71,40

DP 39,20 42,50 374,00 422,20 10,40 4,90
EPM 17,50 19,00 167,30 188,80 4,60 2,20

NAP = nimero de axdnios proximais, NAD = nimero de ax0nios distais, AP = area total dos axdnios
proximais, AD = &rea total dos ax6nios distais, IR = indice de regenera¢do, IMA = indice de mudanca de
area, um = micrémetro, % = percentagem, DP = desvio padrdo, EPM = erro padrdo da média.

Tabela 16 - Distribuicdo dos valores do nimero de axdnios mielinizados e area do grupo
4 aos 60 dias apos a enxertia (soma de 5 campos aleatorios por lamina)

Rato NAP NAD AP (um) AD(um) IR (%) IMA (%)

1 292,75 47650 686829 535859 162,80 78,02

2 360,00 691,50  7862,63 596515 192,10 75,87

3 36525 49575  7397,85 490447 13570 66,30

4 24025 480,25  7410,90  5239,13 199,90 70,69

5 241,25 49750 749515 528567 206,20 70,52
Média 299,90 52830  7407,00 5350,60 179,30 72,30

DP 61,10 91,70 355,60 385,20 2950 4,70
EPM 27,30 41,00 159,00 172,30 13,20 2,10

NAP = nimero de axdnios proximais, NAD = nimero de axdnios distais, AP = érea total dos axdnios
proximais, AD = &rea total dos axonios distais, IR = indice de regeneracdo, IMA = indice de mudanga de
area, um = micrémetro, % = percentagem, DP = desvio padrao, EPM = erro padrdo da média.
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Tabela 17 - Distribuicdo dos valores do numero de axdnios mielinizados e area do coto
proximal do enxerto pré-resfriamento e pds-resfriamento no grupo 2 (soma
de 5 campos aleatérios por lamina)

Enxerto NAPré NAPOGs APré (um) APGs (um)
1 127,00 105,00 7203,80 7095,84
2 149,00 95,00 6560,98 757747
3 135,00 139,00 8429,44 8108,60
4 183,00 192,00 7336,24 8203,81
5 266,00 199,00 8494,12 6721,37
Media 172,00 146,00 7604,92 7541,42
DP 56,74 48,10 835,67 638,90
EPM 25,38 21,51 373,72 285,72

NAPré = niamero de axdnios pré-resfriamento, NAP&s = nimero de axbnios pos-resfriamento, APré = area
total dos axdnios pré-resfriamento, APds = &rea total dos axdnios pos-resfriamento, um = micrémetro, DP
= desvio padrdo, EPM = erro padrdo da média.

5.3.2 Gréficos das analises histomorfométricas

Gréfico 24 - NUmero de axdnios proximais e distais por grupos aos 60 dias apds a
enxertia - média de 5 campos aleatdrios por lamina (média e erro padréo)
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Localizacdo e grupos

p = 0,7015 na comparacédo entre Axo_P_G1 e Axo_D_G1, p = 0,1818 na comparacédo entre Axo_P_G2 e
Axo_D_G1, p = 0,0002 na comparacdo entre Axo_P_G3 e Axo_D_G3, p = 0,0026 na comparagao entre
Axo_P_G4e Axo_D_G4.

Axo_P = nimero de axdnios proximais; Axo_D = nimero de axdnios distais; G = grupo.
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Gréfico 25 - Area proximal e distal dos axdnios mielinizados por grupos aos 60 dias ap6s
a enxertia - média de 5 campos aleatorios por lamina (média e erro padréo)
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p = 0,2630 na comparagao entre Area P _Gle Area_D_Gl, p = 0,4655 na comparacao entre Area P G2e
Area_D_G2, p = 0,0003 na comparacdo entre Area_P_G3 e Area_D_G3, p = 0,0002 na comparagéo entre

Area P_G4 e Area_D_GA4.

Area_P = area proximal; Area_D = area distal; G = grupo; um = micrémetro.

Gréfico 26 - indice de regeneracio por grupos aos 60 dias apds a enxertia - média de 5
campos aleatdrios por lamina (média e erro padréo)
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p > 0,9999 em todas as comparagdes: entre IR_Gl e IR_G2;IR_Gle IR _G3;IR_Gle IR G4;IR_G2e
IR_G3,:IR_G2eIR_G4;IR_G3eIR_G4
IR = indice de regeneracéo; G = grupo; % = percentagem.
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Graéfico 27 - indice de mudanca de area por grupos aos 60 dias apds a enxertia - média
de 5 campos aleatdrios por lamina (média e erro padréo)
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p > 0,9999 em todas as comparacdes: entre IMA_G1 e IMA _G2; IMA _G1 e IMA G3; IMA Gl e
IMA_G4; IMA_G2 e IMA_G3,;IMA_G2 e IMA_G4; IMA_G3e IMA_G4
IMA = indice de mudanga de &rea; G = grupo; % = percentagem.

Gréfico 28 - Numero de axénios do enxerto pré e pds-resfriamento de 14 dias — média
de 5 campos aleatdrios por lamina (média e erro padréo)
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p = 0,1618 na comparagdo entre pré e pos-resfriamento.
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Gréfico 29 — Area dos ax6nios mielinizados do enxerto pré e pos-resfriamento de 14 dias
— média de 5 campos aleatorios por lamina (média e erro padréo)
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p = 0,9053 na comparacgdo entre pré e pos-resfriamento.

5.3.3 Imagens representativas das andlises histoldgicas

Figura 27 - Axdnios do grupo 1, regido proximal (A) e distal (B) aos reparos, corados com azul
de metileno em microscopia Optica em aumento de 100X (animal 1, campos 5 e 1,
respectivamente)
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Figura 28 - Axdnios do grupo 2, regido proximal (A) e distal (B) aos reparos, corados com azul
de metileno em microscopia Optica em aumento de 100X (animal 3, campos 5 e 2,
respectivamente)

Flgura 29 - Axonios do grupo 3, regido proximal (A) e distal (B) aos reparos, corados com azul
de metileno em microscopia 6ptica em aumento de 100X (animal 4, campos 3 e 3)

Figura 30 - Axdnios do grupo 4, regido proximal (A) e distal (B) aos reparos, corados com azul
de metileno em microscopia optica em aumento de 100X (animal 3, camposl e 1)
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5.4 ComplicacGes

Ocorreram as seguintes complicagdes: 2 casos de autofagia, todos no grupo 4, que,

por este motivo, foi refeito (Figura 31).

Figura 31 - Dois casos de autofagia



6. DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Apesar da evolucdo das técnicas e materiais utilizados na reparacdo nervosa
periférica com perdas mais extensas, todos os tratamentos existentes, inclusive a enxertia
autdloga, apresentam desvantagens proprias, sem que nenhum deles consiga alcancar
resultados plenamente suficientes, o que estimula a execucdo de pesquisas como esta,
com o intuito de obter avancos em direcdo as melhores condi¢Bes possiveis para
conservacao a frio e para a utilizacdo de enxertos de nervos periféricos, inicialmente de
forma experimental, podendo abrir caminhos para um posterior uso clinico.

Desta forma, no presente estudo buscou-se aplicar experimentalmente as melhores
condicBes possiveis de temperatura, solugdo preservante e tempo de conservacao para a
utilizacdo de enxertos autdlogos frescos e conservados a frio, tentando simular uma
situagcdo 0 mais proximo possivel das condic¢des ideais para 0 uso clinico dos mesmos, e
analisando-se os resultados por diferentes métodos, tanto do ponto de vista funcional,
quanto histomorfométrico, como eletrofisioldgico, métodos estes escolhidos por terem se
mostrado fidedignos e confiaveis dentro daquele tipo de avaliacédo.

N&o foi objeto desta pesquisa a avaliacdo do uso de enxertos heterdlogos de nervos,
sua antigenicidade ou a possivel utilizacdo de drogas imunossupressoras, por ja existirem
alguns ensaios consistentes sobre o tema (Hirasé et al., 1992; Zalewski et al.; Wolff et al.,
1993; Evans et al., 1998; Atchabahian et al., 1999), bem como pelo fato de que tal anélise
aumentaria o nimero de variaveis envolvidas num unico estudo, capazes de interferir nos
resultados.

Existe atualmente intensa pesquisa em se tentar encontrar um meio de preservagao

ideal para o armazenamento de enxertos de nervos (Carone et al., 2007; Scabora et al.,
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2009; Pegg, 2015). A solucéo Celsior® foi escolhida como solugéo conservante neste
estudo por ser recomendada pela Associacio Brasileira de Transplante de Orgdos —
ABTO em suas Diretrizes Bésicas para Captacdo e Retirada de Multiplos Orgéos e
Tecidos (2009) como um meio de preservacdo indicado para uso em tecidos muito
inervados como o miocardio ou como uma solugdo conservante a ser utilizada em
procedimentos para retirada de multiplos 6rgdos. Existem poucas pesquisas que a
utilizam, vez que sua liberagdo comercial ocorreu mais recentemente que da maioria das
outras solugdes disponiveis, além de possuir elevado custo financeiro. Esta solucéo foi
originalmente desenvolvida com o intuito de combinar os principios gerais da
preservacao de tecidos a frio com os principios especificos do metabolismo de tecidos
ricamente inervados, como o miocardio, sendo capaz de limitar o edema que se
desenvolve ap6s isquemia a frio, gragas as suas propriedades fisicas (pressdo osmatica),
e capaz de evitar lesdo tecidual mediada por radicais livres, gracas a sua composi¢ao
quimica. Contém em sua férmula muitos componentes com funcéo de protecéo celular,
entre eles, o acido lactobibnico, que tem agdo protetora contra radicais livres produzidos
pelas células, a glutationa, que protege a viabilidade celular ao participar de varias reaces
intracelulares, incluindo aquelas envolvidas no metabolismo do peréxido de hidrogénio
e lipoperoxidos, o ion potassio, que apresenta acdo osmotica e reduz o edema tissular, e
0 ion magnésio, que age como inibidor de enzimas liticas e protege a membrana basal das
células. Ensaios clinicos comprovaram estas propriedades na solucdo Celsior (Menasché
et al., 1994; Roberts et al., 1999). Pesquisas utilizando férmulas contendo algumas
substancias similares as do referido produto atestaram a eficacia de seus componentes
quimicos na preservacdo de enxertos de nervos a frio (Carone et al., 2007; Scabora et al.,
2009). Estudos comparando a solucdo Celsior® com as solugdes de Collins® e de

Wisconsin® comprovaram a superioridade da primeira sobre as demais (Roberts et al.;
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Mohara et al., 1999). Por tais motivos, considerou-se a solu¢do Celsior® como a mais
adequada para utilizacdo nesta pesquisa.

A temperatura escolhida foi de 4° C por ser considerada em varios protocolos como
uma temperatura adequada para conservagao de tecidos neurais, conforme Wolff et al.
(1993), Lemos et al. (2008) e Scabora et al. (2009), sendo também assim recomendada
pela Associagio Brasileira de Transplante de Orgdos — ABTO em suas Diretrizes Basicas
para Captacéo e Retirada de Multiplos Orgaos e Tecidos (2009), no capitulo que trata do
acondicionamento e armazenamento dos tecidos. A criopreservagdo em temperaturas
muito baixas vem sendo mais recentemente criticada por promover danos diretos tanto
no meio intracelular como no meio extracelular, acdo deletéria que pode ser minorada
pelo uso de solucdo preservante capaz de penetrar facilmente nas células e, a0 mesmo
tempo, possuir viscosidade suficiente para comportar-se como uma substancia em estado
vitreo (Pegg, 2015). Mesmo assim, as teorias modernas sobre criopreservagéo consideram
que as alteracdes nos tecidos bioldgicos em temperaturas muito baixas sdo complexas,
existindo danos dificeis de serem evitados. Autores sustentam que a zona de temperatura
mais perigosa durante a criopreservacdo é de 0 a -60 ° C, especialmente de 0 a -10 ° C,
porque o gelo intercelular fica acumulado a estas temperaturas e o dano celular ocorre
dentro desta zona de temperatura (Wang et al., 2014). Considerando tais motivos, optou-
se pela utilizacdo da temperatura de 4° C nesta pesquisa.

Escolheu-se 14 dias como dura¢do minima de conservacao a frio do enxerto neste
estudo por ser este 0 tempo minimo necessario, em possiveis situagdes clinicas, para
realizacdo de testes sorologicos (HIV, Hepatites A, B e C, HTLV-1 e 2, Sifilis, Chagas,
Toxoplasmose e Citomegalovirus além dos testes de evidenciacdo de acido
desoxiribonucleico para HIV e HCV) e microbioldgicos (incluindo culturas para

microrganismos, bactérias e fungos) do doador do enxerto (Tirico, 2015). A possibilidade
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de realizar tais exames é o grande diferencial da utilizacdo de pecas de um banco de
nervos em relagdo a um enxerto alégeno retirado de doador vivo ou de cadaver fresco.
Existe, por exemplo, um relato de paciente infectado pelo virus Epstein-Bar como
complicagdo de enxerto aldgeno de nervo a partir de doador vivo, que poderia ter levado
a uma condicdo grave de distdrbio linfo-proliferativo pos-transplante (Larsen et al.,
2007). Por outro lado, o tempo maximo de resfriamento testado foi de 50 dias, por
existirem estudos que demonstram que, a partir de cerca de 7 semanas de preservacgao a
frio, o processo inflamatorio (quantidade de células inflamatdrias e infiltrado linfocitario)
e a antigenicidade de tais enxertos diminui significativamente (Tohyama et al., 1990;
Evans et al., 1998; Atchabahian et al., 1999). Isto, por sua vez, foi 0 que gerou a
necessidade de 2 grupos-controle, que correspondessem, respectivamente, a 14 e 50 dias
de denervacéo dos animais.

Em relacdo as andlises funcionais, optou-se por realiza-las atraves da aparelhagem
catWalk®, desenvolvida por Hamers et al. (2001), na qual as pegadas dos animais sdo
captadas por camara de alta velocidade, transformadas em imagens digitais e analisadas
por programa de computador que capta parametros estaticos e dinamicos. Este sistema
tem sido considerado em estudos recentes como um método confiavel de captacdo e
analise da marcha dos animais de pequeno porte, em especial medidas de coordenacéo e
intensidade de pressdo das pegadas dos animais (Deumens et al., 2007; Bozkurt et al.,
2008). O outro metodo que ainda € amplamente utilizado para analise da marcha de
pequenos animais, 0 walking track (registro de imagens das pegadas numa trilha de
marcha), além de ser de aplicacdo bastante trabalhosa, ndo é adequado para avaliacao
concomitante de parametros estaticos e dinamicos da movimentacdo do animal (Bozkurt
et al., 2008; Sarikcioglu e Demirel, 2009). Além disso, estudo comparando métodos

manuais de obtencédo de parametros das impressdes das pegadas de animais com método
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computadorizado baseado em filmagem demonstra que pegadas obtidas em tiras de papel
podem sofrer algum borramento das impressdes e que a obtencdo da medida manual por
vezes depende da subjetividade do avaliador, sendo que o método por filmagem das
pegadas permite uma melhor visualizagdo da pata acometida pela lesdo do nervo e mostra-
se superior aos demais (Gasparini et al., 2007). Nao encontramos na literatura nenhuma
descricdo de andlise funcional de enxerto de nervo conservado a frio através do sistema
catWalk®, significando tal avaliacdo, portanto, um aspecto inédito desta pesquisa, que
visa trazer maior confiabilidade ao exame da fungcdo motora dos animais.

Optou-se por avaliar dois pardmetros em cada grupo e nos diversos momentos
propostos: a rea maxima de contato do membro operado e a méxima intensidade de
pressao durante o contato maximo da pata do membro operado.

Alguns fatores influenciaram a ndo utilizacdo especificamente do indice funcional
do ciatico nas avaliagdes deste estudo. Em primeiro lugar, nas fases iniciais de pds-
operatorio de lesBes nervosas ocorrem déficts funcionais musculares, podendo haver
também retracdes, sendo comum a diminuicdo da largura da impressao plantar, o que
dificulta a captacdo exata, em separado, das distancias entre o 1° e 5° dedos e, sobretudo,
entre 0 2° e 4° dedos, parametros necessarios aquela formula e que, ao tornarem-se
medidas pequenas, por vezes apresentam dificuldades para serem captadas pelo sistema
do catWalk®. O apoio dos dedos ndo € bem definido e a pata do animal pode inclusive
aparecer em posicédo de inversdo, conforme observado em algumas de nossas avaliaces
e também descrito por alguns autores, que ressaltam a dificuldade de obtencdo dos dados
das pegadas nas primeiras semanas apos a lesdo (Varejdo et al., 2003; Gasparini et al.,
2007). Em nossas pesquisas, observamos que, através do sistema catWalk®, ndo foi
possivel captar todos os parametros de comprimento e largura total e intermediaria de

todas as pegadas das corridas dos animais, especialmente nas primeiras avaliacdes pos-
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operatorias, com distribuicdo irregular da captacao entre os grupos. Consideramos ainda
o fato de que pesquisas ja relataram que o indice funcional de um nervo ndo apresenta
correlacdo significante com os parametros histolégicos e eletrofisiologicos (Bain et al.,
1989; Martins et al., 2006) e que tal indice é uma medida passivel de erro (Gasparini et
al., 2007) ou aplicavel com maior confiabilidade apenas em situagdes especificas
(Foidart-Dessalle et al., 1997) ou em lesdes mais seletivas de nervos, onde estas estruturas
apresentem uma quantidade pequena de musculatura envolvida (Bain et al., 1989). Esta
também descrito que o indice funcional do cidtico pode ser alterado pelos efeitos da
denervacéo e regeneracgéo parcial sobre as extremidades do rato, com o desenvolvimento
de desequilibrio muscular e de contraturas cronicas (Dellon et al., 1989). A taxa elevada
de ocorréncia de retragdes musculo-tendineas e contraturas agudas ou crbénicas em graus
variaveis muitas vezes prejudica a habilidade do animal para a marcha, podendo causar
alteracGes em parametros importantes para o calculo dos indices funcionais dos nervos
(Martins et al., 2006). Contraturas musculares e retragdes s@o descritas por alguns autores
como frequentes nos primeiros dias apds a seccao do nervo (Carr et al., 1992; Martins et
al., 2006). Assim, Martins et al. (2006) descreveram a presenca de 17 retracdes muasculo-
tendineas em 86 ratos utilizados na fase inicial de sua pesquisa sobre a correlagdo entre
diferentes métodos de avaliacdo da lesdo nervosa. Por fim, existe ainda o problema do
risco da autotomia, quando o animal morde sua pata que esta sem sensibilidade, podendo
resultar em amputacdo de um ou mais dedos, 0 que inviabiliza a captacdo de parametros
necessarios ao calculo do indice funcional do ciatico, existindo pesquisas que citam o
modelo de sec¢do do nervo ciatico, especialmente se aplicado a ratos machos, como
detentor de elevada incidéncia desta complicagdo, devendo ser considerado na escolha do

método de avaliacdo funcional (Weber et al., 1993; Martins et al., 2006).
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Reputamos a area maxima de contato do membro operado e a maxima intensidade
de pressao durante o contato maximo da pata operada como parametros que apresentam
uma melhor captacdo pelo método que utilizamos, sendo mais consistentes para analise,
ja que resultam de uma medida mais abrangente num determinado momento, referente
aos eventos que se manifestam por toda a pata, seja na regido anterior, média ou posterior,
evitando-se possiveis distor¢cdes que possam ser provocadas por uma intensa queda de
uma medida mais restrita, como uma diminuicdo muito acentuada da distancia
interdigitos na pata denervada apds o procedimento operatorio, fato que, inclusive, foi
observado em alguns de nossos experimentos, especialmente nas primeiras avaliages
po6s-operatdrias. Em casos assim, a &rea maxima de contato e a pressdo maxima parecem-
nos medidas mais confidveis que a distancia interdigitos. Além disso, pesquisas avaliando
a utilizacdo do sistema catWalk® na deteccdo de déficits da marcha concluem que o
mesmo é de especial acurdcia em medidas que reflitam a coordenacdo motora e a
intensidade de presséo das pegadas dos animais (Bozkurt et al., 2008).

A é&rea maxima de contato do membro operado corresponde a &rea total de
impressdo da pata do animal sobre a placa de vidro, medida em centimetros quadrados,
no momento do méximo contato. De forma geral observou-se uma tendéncia a diminuigédo
desta medida nas primeiras avaliacdes pés-operatérias quando comparadas com a
avaliacdo pré-operatéria, com algum grau de recuperacdo ocorrendo geralmente na
terceira ou quarta avaliacGes pds-operatdrias, como era esperado devido a prépria lesdo
nervosa (Tabelas 1 a 4 e Grafico 5).

Na comparacdo estatistica entre os grupos, nao houve diferenca significante entre
0s grupos 1 e 2 em relacdo a area maxima de contato do membro operado, nem na
avaliacdo pré-operatoria, nem nas avaliagdes pds-operatdrias (Tabelas 1 e 2 e Gréaficos 1

e 5). Buscando na literatura trabalhos que facam a comparacao entre enxertos a fresco e
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enxertos preservados a frio por curta duracdo, encontramos apenas o0 estudo de Sabha
Junior (2002), que avalia a regeneracao axonal através de enxertos musculares agrupados
em um grupo controle de enxertia convencional, outro grupo de enxertos conservados por
3 semanas a -4 °C e um terceiro grupo preservado pelo mesmo tempo a -40 °C, néo tendo
encontrado diferengas entre os trés grupos. Embora sem importancia significativa, em
nossa pesquisa, observando-se o grafico 1 pode-se notar uma tendéncia a uma area
méxima de contato levemente superior no grupo 1 em relacdo ao grupo 2, atingindo
patamares muito semelhantes na Gltima avaliagio pds-operatéria. E possivel que esta
tendéncia ocorra porque, em temperatura ambiente, o tubo neural completa
adequadamente o periodo de degeneracdo e de remogdo das fibras e do axoplasma do seu
interior em torno de duas semanas apds a denervagao, prazo em que esta estrutura também
obtém uma regulacdo bioquimica adequada e cria um microambiente favoravel a
regeneracdo nervosa, com o avanco dos axénios ocorrendo de forma mais rapida (Ochi et
al., 1994; Chaves Neto, 2006). Por outro lado, existe a possibilidade de que a preservagéo
a frio por curto tempo possa retardar a fase inicial de degeneracéo dos axonios lesados e
a fagocitose de macrdfagos e células de Schwann, resultando num atraso inicial do
crescimento do axoplasma regenerado (Fansa et al., 2000; Wang et al., 2014). Ensaios
experimentais avaliando o efeito da conservacdo a frio antes e depois da implantacéo de
enxertos nervosos concluiram que a viabilidade, a funcéo celular e a quantidade de células
de Schwann dentro dos enxertos diminuem entre 1 e 3 semanas de hipotermia (Levi et
al., 1994; Fansa et al., 2000). Entretanto, as estruturas celulares importantes para a
regeneragédo do nervo sdo preservadas e a regeneragdo nervosa, mesmo que sofra um leve
retardo, atinge posteriormente 0s mesmos patamares obtidos pelos enxertos

convencionais (Evans et al., 1998).
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A comparacédo da area méxima de contato do membro operado entre 0s grupos 1 e
3 (Tabelas 1 e 3 e Gréficos 2 e 5) resultou um valor de p < 0,05 na primeira e na terceira
avaliacOes pos-operatorias, com tal pardmetro apresentando-se maior no grupo 1, como
era esperado, ja que este grupo foi submetido a apenas 14 dias de denervagdo, tendo
apresentado de forma geral uma recuperacdo melhor que o grupo 3, que sofreu 50 dias de
denervacdo, neste Gltimo caso com maior atrofia muscular e ainda possivelmente ja
ocorrendo um colapso estrutural do tubo neural que pode inciciar-se a partir da quarta
semana de denervacdo e dificulta o avango satisfatério dos axoénios, conforme
demonstrado em outros trabalhos (Ochi et al., 1994; Chaves Neto, 2006). A &rea maxima
de contato igualou-se na quarta avaliacdo apds a enxertia, mostrando que houve apenas
uma discrepancia inicial na recuperacdo funcional, na dependéncia do tempo de
denervacéo, quando se compara 0s dois grupos de enxertias convencionais a fresco.

A comparacdo da mesma medida entre os grupos 2 e 4 (Tabelas 2 e 4 e Graficos 3
e 5) mostrou um valor de p < 0,001 (extremamente significante) na terceira e quarta
avaliacBes pos-operatdrias, com uma area maxima de contato do membro operado
apresentando-se maior no grupo 4 nas duas avaliacdes citadas. Atribuimos isto ao fato de
que, no enxerto com maior tempo de resfriamento, passam a ocorrer alguns efeitos
positivos para a regeneracdo axonal. Baixas temperaturas minimizam as implicacfes
deletérias da isquemia prolongada, tais como acidose metabdlica e edema (Scabora et al.,
2009). A hipotermia, ao reduzir a taxa metabolica e a atividade enzimatica, previne o
acimulo de produtos toxicos resultantes do metabolismo anaerébico e diminui o
infiltrado linfocitario, facilitando também a passagem dos axénios em regeneracdo e
promovendo melhores resultados dos enxertos ap0s um resfriamento mais duradouro
(Wang et al., 2014). Pesquisas demonstram que periodos mais prolongados de

armazenamento a frio do enxerto causam uma melhora da regeneracdo nervosa,
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preservando estruturas importantes como a lamina basal das células de Schwann, a
distribuicéo de laminina e o perineuro (Evans et al., 1998; Fansa et al., 2000) e diminuindo
a reagdo inflamatoria (Gutmann e Sanders, 1943; Hare et al., 1993; Atchabahian et al.,
1999).

A area maxima de contato do membro operado também foi muito superior no grupo
4 quando comparado com o grupo 3, sendo extremamente significante na terceira
avaliacdo pds-operatéria e muito significante na quarta avaliacdo pos-operatoria,
conforme observado nas tabelas 3 e 4 e nos gréaficos 4 e 5, o que pode ser explicado, da
mesma forma que na comparacao anterior, pelos efeitos da baixa temperatura atuando de
forma favoravel a uma mais completa regeneracdo nervosa (Gutmann e Sanders, 1943;
Hare et al., 1993; Evans et al., 1998; Atchabahian et al., 1999; Wang et al., 2014). Além
disso, neste caso um outro fator ja citado anteriormente pode também ter contribuido com
essa diferenca: apds quatro semanas de denervagdo em temperatura ambiente usualmente
inicia-se um colapso do tubo neural, dificultando o avango dos axdnios nos enxertos ndo
resfriados (Chaves Neto, 2006).

O outro parametro funcional da marcha analisado foi a méaxima intensidade durante
0 contato maximo da pata operada, que corresponde a uma medida de pressao exercida
sobre a placa de vidro. E mensurada em unidade propria de pressio do sistema catWalk®
da empresa Noldus Information Technology, que varia de 0 a 255.

De maneira geral, a maxima intensidade no maximo contato comportou-se
similarmente a area maxima de contato, com tendéncia a um decréscimo nas primeiras
avaliacOes pds-operatdrias quando comparadas com a avaliacdo pré-operatoria, porém
com a recuperagdo ocorrendo um pouco mais precocemente, a partir da segunda ou

terceira avaliacBGes pOs-operatorias.
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Quando se comparou estatisticamente os grupos 1 e 2 em relacdo a intensidade
méxima de contato (Tabelas 5 e 6 e Gréficos 6 e 10), ndo se observou diferenca
significante nem na avaliacdo pré-operatoria nem em nenhuma avaliagdo pos-operatoria.
Pode-se, entretanto, notar uma tendéncia a valores levemente superiores no grupo 1,
porém atingindo patamares muito semelhantes na quarta avaliacdo pos-operatdria, da
mesma forma que quando analisou-se 0s mesmos grupos em relagdo ao parametro de
area, 0 que provavelmente também ¢é relacionado ao tempo ideal entre duas e quatro
semanas ap0s a denervagao para que o tubo neural complete adequadamente o periodo de
degeneracédo e de remocdo das fibras e do axoplasma do seu interior, em temperatura
ambiente (Ochi et al., 1994; Chaves Neto, 2006), além de um possivel efeito da
preservacdo a frio por curto tempo retardando a fase inicial de degeneragéo dos axonios
lesados (Wang et al., 2014).

Comparando-se 0s grupos 1 e 3 (Tabelas 5 e 7 e Gréaficos 7 e 10), verificou-se
valores mais elevados da intensidade méaxima de pressdo da pata operada no contato
méaximo nos ratos do grupo 1 (extremamente significante na 22 avaliacdo pds-operatéria
e muito significante na terceira avaliacdo pds-operatéria), o que se explica pelo maior
tempo de denervagdo ao qual o grupo 3 foi submetido, com maior atrofia muscular e
possivelmente também a presenca de algum grau de colapso do tubo neural, que pode
ocorrer a partir de 4 semanas de denervacdo sem resfriamento (Ochi et al., 1994; Chaves
Neto, 2006).

Na comparacdo entre os grupos 2 e 4 (Tabelas 6 e 8 e Graficos 8 e 10), ocorreram
diferencas de valores da maxima intensidade durante o contato maximo na terceira e na
quarta avaliagcbes poOs-operatorias (muito significante e extremamente significante,
respectivamente), com valores mais elevados no grupo 4, demonstrando superioridade do

enxerto preservado a frio por maior duracdo de tempo. Conforme citado anteriormente,
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pesquisas ja demonstraram que o aumento do tempo de armazenamento a frio melhora a
regeneracdo nervosa (Evans et al., 1998), diminuindo o infiltrado linfocitario (Gutmann
e Sanders, 1943; Hare et al., 1993; Atchabahian et al., 1999), podendo até reduzir o
potencial antigénico dos enxertos de nervo apds duas semanas de resfriamento, mas
principalmente a partir de 7 semanas deste processo (Tohyama et al.,1990; Lenihan et al.,
1998; Atchabahian et al., 1999).

Comparando-se 0s grupos 3 e 4 em relacdo a méxima intensidade de pressao
durante o contato maximo da pata operada (Tabelas 7 e 8 e Graficos 9 e 10), observou-se
comportamento parecido com a comparacdo feita entre os grupos 2 e 4, com valores
progressivamente melhores no grupo 4, sendo que aqui ja surgiu diferenca significativa a
partir da segunda avaliacdo pos-operatoria, mantendo-se na terceira e na quarta avaliacoes
poés-operatdrias (sempre com p < 0,001 = extremamente significante). A razdo para tal
fato é a mesma descrita anteriormente, ou seja, a melhora da regeneracdo nervosa que
acontece com o passar do tempo em enxertos armazenados a frio (Gutmann e Sanders,
1943; Evans et al., 1998; Hare et al., 1993; Atchabahian et al., 1999), sendo que nesta
comparacao ainda interfere o fato de que o enxerto de nervo, em temperatura ambiente,
tem como melhor época para existéncia de um tubo neural livre o periodo entre 2 e 4
semanas (Ochi et al., 1994; Chaves Neto, 2006), possivelmente ja existindo no grupo 3
algum colabamento das paredes do tubo, que é evitado no grupo 4, preservado a frio.

Em relacdo as andlises eletrofisioldgicas, optou-se pela avaliacdo através do método
do potencial evocado motor, com estimulacdo elétrica transcraniana e captacdo das
respostas musculares dos membros posteriores dos animais. O método utilizado, descrito
originalmente para avaliacdo de lesdes medulares, foi escolhido principalmente por ser
de facil aplicabilidade e confiabilidade (Ferreira et al., 2005). O estimulo elétrico passa

pelo cortex cerebral, células do corno anterior da medula, suas projecdes axonais e todas
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as vias descendentes até chegar as jun¢Ges neuromusculares, fazendo com que os limiares
de disparo sejam sempre atingidos, mesmo sob anestesia, confirmando de forma precisa
a qualidade da funcdo motora. Da forma em que foi utilizado, com a simplificacdo de
eletrodos de agulha facilmente posicionados em couro cabeludo e na musculatura distal
dos membros posteriores, até o momento foi aplicado apenas em ensaios de lesdes
medulares, sendo de uso inédito para o modelo de lesdo de nervo periférico aqui
apresentado. A intensidade do estimulo foi sempre supramaxima, de modo a recrutar
todas as fibras musculares inervadas, garantindo consisténcia aos resultados. Por outro
lado, aplicando-se um estimulo tdo elevado, hd sempre risco de 6bito do animal, motivo
pelo qual empregou-se 0 método apenas no ultimo dia de avaliagdes, imediatamente antes
da retirada final de material para exame histomorfométrico e da eutanasia. Desta forma,
utilizou-se como controle 0 membro contra-lateral sadio, também avaliado no mesmo
procedimento.

Os parametros analisados foram a amplitude e a laténcia. O primeiro dado, medido
em microvolts, corresponde ao nimero de fibras capazes de responder ao estimulo, sendo,
por este motivo, 0 pardmetro mais importante a ser considerado numa avaliacdo do
processo de regeneracdo de um nervo, consistindo em método muito confiavel quando se
aplica intensidade supraméxima. Pesquisas demostram ser a amplitude muito sensivel e
fidedigna na avaliacdo da funcdo neural (Okuno et al., 2005). A laténcia, por sua vez,
corresponde ao intervalo de tempo entre 0 momento em que o nervo € estimulado e o
inicio da reacdo, medido em milissegundos. Este ultimo dado pode, por vezes, encontrar-
se alterado sem que signifique maior ou menor quantidade de fibras, visto que diversos
fatores podem influencia-lo, alguns de dificil controle, incluindo profundidade da
anestesia, temperatura ambiente, temperatura corporal do animal, tamanho da fibra, nivel

da regeneracdo ocorrida, localizagdo dos receptores neuro-musculares reinervados (mais
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proximalmente ou mais distalmente) e quantidade destes receptores em cada localizagdo
(Oh, 2002).

Cada um destes parametros foi mensurado aos 60 dias de pos operatorio das
enxertias (convencionais nos grupos 1 e 3; preservadas a frio nos grupos 2 e 4) para 0s
musculos tibial anterior e gastrocnémio na regido distal dos membros posteriores do
animal. A escolha destas estruturas deveu-se ao fato delas serem de facil localizacdo para
colocacao dos eletrodos e constituirem os principais componentes distais inervados pelo
ciatico nos ratos (Tranquilli et al., 2007; Polénio et al., 2010).

Nas comparacgdes estatisticas do potencial evocado entre grupos, nenhum dos
parametros medidos na pata esquerda mostrou qualquer diferenca de um grupo para outro,
como, alias, era de se esperar, visto que este membro nédo foi submetido ao procedimento
cirurgico, sendo realizado o procedimento de forma bilateral porque a captacdo de
potenciais evocados com eletromidgrafo de quatro canais necessita da afericdo nos lados
direito e esquerdo, o que permitiu que fossem feitas ndo apenas comparagdes entre 0S
grupos de enxertia convencional e preservada a fresco, mas também comparagcfes com
medidas de grupos controle do lado ndo operado. Desta forma, laténcia do musculo tibial
anterior, amplitude do musculo tibial anterior, laténcia do musculo gastrocnémio e
amplitude do musculo gastrocnémio foram similares nos quatro grupos analisados quando
avaliou-se os membros posteriores esquerdos (p > 0,05), como verificado nas tabelas 9 a
12 e nos graficos 11, 12, 13 e 14..

Na pata operada, nem a laténcia do musculo tibial anterior, nem a laténcia do
musculo gastrocnémio, mostraram diferencas entre os quatro grupos (p > 0,05),
demonstrando ndo ter ocorrido alteracGes eletrofisiologicas nestas medidas provocadas
pelo resfriamento dos enxertos, conforme pode ser observado nas tabelas 9 a 12 e nos

graficos 15 e 17.
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A amplitude do musculo tibial anterior direito ndo apresentou qualquer diferenca
significativa (p > 0,05) quando realizadas as comparagGes entre 0s grupos 1 e 2 e entre 0
grupos 3 e 4 (Tabelas 9 a 12 e Gréafico 16). Da mesma forma, a amplitude do musculo
gastrocnémio direito também apresentou um valor de p > 0,05 quando realizadas as
comparagOes entre 0s grupos 1 e 2 e entre os grupos 3 e 4, sem diferengcas quando
comparado cada grupo preservado a frio com o seu proprio grupo controle de enxerto
convencional, demonstrando que o processo de regeneracao nervosa néo foi alterado pelo
processo de resfriamento ao se analisar este parametro (Tabelas 9 a 12 e Grafico 18).

Na andlise estatistica pareada do potencial evocado comparando-se 0s membros
posteriores esquerdo e direito dentro de um mesmo grupo, os parametros de laténcia do
mausculo tibial anterior e laténcia do muasculo gastrocnémio apresentaram p > 0,05 nos
grupos 1, 2 e 3 (Tabelas 9 a 11 e Gréficos 19 e 21), sendo que apenas no grupo 4 os dois
parametros apresentaram diferencas significantes entre os lados direito e esquerdo , com
p < 0,05 (= significante) para a comparacdo entre as laténcias do masculo tibial anterior
esquerdo e direito (Tabela 12 e Grafico 19) e p < 0,01 (= muito significante) para a
confrontacdo entre as laténcias do muasculo gastrocnémio esquerdo e direito (Tabela 12 e
Grafico 21), ocorrendo, em ambos os casos, valores no lado operado menores do que no
lado controle. Em 2012, Ikeda e Oka, em estudo experimental com 30 ratos Sprague-
Dawley, comprovaram que a velocidade de conducdo do impulso em fibras nervosas
normais deste animal é aproximadamente proporcional ao comprimento interno das
fibras, mas isto ndo ocorre em fibras apds a regeneracdo, porque neste processo 0S
comprimentos internodais permanecem, em sua maioria, anormalmente curtos.
Analisando a velocidade de conducédo aos 50, 100, 150 e 200 dias ap0s a transeccdo do
ciatico, encontraram um aumento progressivo da mesma, atribuindo isto a diminuicao da

distancia internodal. Tal explicacdo justifica nosso achado no grupo 4, que apresentou a
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laténcia do tibial anterior e a laténcia do gastrocnémio diminuidas em relacdo a pata
normal, ja que este parametro refere-se ao intervalo de tempo entre o estimulo e a
resposta, sendo inversamente proporcional a velocidade de condugdo. Os citados autores
relataram ainda que a distancia internodal diminui como um todo, mas sem regularidade
de padrdo nas redugdes de tal medida, de modo que fatores estruturais do nervo
regenerado poderiam prejudicar uma comparagdo eletrofisiologica entre 0 membro
normal e 0 membro operado do animal. Além disso, devemos considerar com cuidado
nosso resultado de menores laténcias no grupo 4, visto que este pardmetro ndo é muito
confidvel, podendo, como jé citado, ser distorcido por diversos fatores, como didmetro e
comprimento da fibra, profundidade da anestesia, nivel da regeneragdo, localizagdo e
quantidade dos receptores neuro-musculares reinervados, entre outros (Oh, 2002).
Ainda na andlise pareada, comparando-se a amplitude do musculo tibial anterior
esquerdo com a amplitude do masculo tibial anterior direito em cada grupo, obteve-se
diferencas significantes (p < 0,05) tanto no grupo 1 como no grupo 2, com os valores da
pata operada mostrando-se superiores as medidas do lado controle (Tabelas 9 a 12 e
Grafico 20). Por outro lado, a comparacdo da amplitude do musculo gastrocnémio entre
os lados direito e esquerdo demonstrou também diferencas significantes dentro dos
grupos 1, 2 e 4 (p < 0,05 = significante nos grupos 1 e 4; p < 0,01 = muito significante no
grupo 2), porém este parametro sempre apresentou valores menores na pata operada
(Tabelas 9 a 12 e Gréafico 22). Considerando-se que a regeneracdo nervosa ocorreu ao
acaso, com a enxertia sendo realizada com os cotos proximal e distal invertidos, e
sabendo-se que os axonios regenerados no enxerto do nervo ciatico se dirigem para
receptores neuromusculares ndo apenas do mdasculo tibial anterior, mas também do
gastrocnémio e outros musculos menores, pode-se tentar compreender o motivo de termos

obtido um valor da amplitude do musculo tibial anterior maior no lado operado do que no
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controle, ja que verificou-se relagcdes de amplitude inversamente proporcionais entre a
quantidade de fibras reinervadas no tibial anterior e no gastrocnémio, ou seja, enquanto a
maior parte das fibras esta reinervando um dos musculos, uma quantidade menor atinge
a outra estrutura muscular, sem que isto signifique um resultado final superior do conjunto
das respostas neuro-musculares da pata operada em relacdo & pata normal, sendo ainda
que tais alteracdes podem variar por influéncia de fatores como a localizagdo anatémica
da maioria dos receptores, bem como o tempo decorrido no processo de regeneragéo.
Depois da lesdo de um nervo, as fibras nervosas em crescimento atingem os receptores
motores e sensitivos de forma néo seletiva e, por causa disto, 0s padrdes de ativacdo dos
musculos podem ser diferentes do normal. Tanto assim que, ao fazermos um teste
comparando estatisticamente a soma das amplitudes dos dois masculos (tibial anterior e
gastrocnémio), ndo houve diferenca significante entre os lados operado e ndo operado em
nenhum dos grupos (Gréafico 23). Além disso, outros fatores podem ser responsaveis por
uma maior reinervacdo de determinado territorio, incluindo as possibilidades de
regeneracdo por caminhos impréprios e de fibras aferentes, inclusive sensoriais, podendo
reinervar territdrios inadequados (Dellon et al., 1989; Hare et al., 1992). Deve-se lembrar
ainda que, apesar dos cuidados que foram tomados para evitar-se interferéncias externas
na captacao dos potenciais, evitando-se exposic¢ao dos animais a ruidos, claridade intensa
ou campos eletromagnéticos, sempre é possivel a ocorréncia de algum fator ambiental
que possa alterar os estimulos mensurados (Godoy, 2003; Ferreira et al., 2005).
Considerando-se esta ultima comparacéo, pode-se inferir, de forma geral, em relagdo aos
resultados da soma da amplitude dos musculos expressando namero total de fibras
reinervadas, que ocorreu, em todos 0s casos, reinervacao de fibras no membro submetido
aos procedimentos de enxertia, tanto a fresco como preservado a frio, sem diferencas

significativas em relagdo aos membros normais utilizados como controle.
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Em relacdo as analises histomorfométricas, buscamos demonstrar a reinervagdo em
cada grupo na ultima avaliagdo feita nos animais, aos 60 dias de pds operatério dos
procedimentos de enxertias (convencionais nos grupos 1 e 3, preservadas a frio nos
grupos 2 e 4). Para tanto, inicialmente determinamos a quantidade de axonios
mielinizados existentes 3 mm proximal e 3 mm distalmente as areas de reparo do enxerto,
evitando assim as possiveis fibroses dos locais de sutura, e calculamos a soma das areas
destes axdnios. Depois, utilizamos estes dados para obtencao de dois indices ja descritos
na literatura, expressos em percentagens: o indice de regeneracdo e o indice de mudanga
de area. O primeiro indica a viabilidade e fung&o celulares, e representa a capacidade de
regeneracdo daquele nervo, sendo obtido atraves da relacdo percentual entre o nimero de
axdnios mielinizados distais ao local do reparo e 0 nimero de axénios mielinizados
proximais a este ponto. Ja o indice de mudanca de &rea, determinado pela relacdo
percentual entre a soma das &reas dos axonios distais e a soma das areas dos axonios
proximais, apresenta relagédo com alteragdes estruturais ocorridas nos axonios, incluindo
a espessura da bainha de mielina e a quantidade de coladgeno e mielina intra-celulares
(Martins et al., 2006; Pereira, 2009).

As analises estatisticas comparando o0 nimero de axdnios mielinizados proximais e
distais dentro de um mesmo grupo na mensuracdo do material coletado 60 dias ap0s as
enxertias, resultaram em p > 0,05 nos grupos 1 e 2, porém mostraram diferencas dentro
do grupo 3 (p < 0,001 = extremamente significante) e dentro do grupo 4 (p < 0,01 = muito
significante), sempre com valores superiores nas fibras distais, conforme representado
nas figuras 21 a 24, tabelas 13 a 16 e no grafico 24. Existem pesquisas sobre
criopreservacdo em enxertos tubulares de tecido muscular que, a semelhanca do que
ocorreu nos grupos 1 e 2 deste estudo, concluiram que enxertos congelados por até 3

semanas em diferentes temperaturas foram semelhantes a um grupo controle nos
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seguintes parametros analisados aos 50 dias apds o procedimento de enxertia: contagem
direta do nimero de axénios mielinicos regenerados, mensuracdo do didmetro dos
axonios mielinicos, didametro das fibras mielinicas e espessura da bainha de mielina
(Sabha Janior, 2002). Em relagdo a quantidade de axdnios que passam através do enxerto,
estudos desenvolvidos por Jeng e Coggeshall, em 1985, e confirmados por Mackinnon et
al., em 1991, demonstraram um aumento do nimero de fibras mielinizadas na regido
distal & transeccdo do nervo. Estes Gltimos pesquisadores observaram uma maior
quantidade de fibras nervosas na porcao distal j& um més ap6s o reparo, atingindo um
pico aos 3 meses e mantendo-se neste patamar elevado até o sexto més, quando inicia-se
entdo um decréscimo progressivo para chegar novamente aos valores normais ao redor
de 2 anos. Justificaram 0 aumento pelo conceito classico do fenémeno de brotamento
axonal, que afirma que o nervo periférico lesionado regenera-se com multiplos
brotamentos a partir de cada fibra nervosa, e que existem brotamentos que crescem dentro
do segmento distal como unidades em regeneragéo, tornando a quantidade de ax6nios
distais maior que na regido proximal, ainda que haja alguma perda ou reabsor¢do no
neuroma da linha de sutura. Descreveram que a subsequente diminui¢do do numero de
fibras resulta da degeneracdo e dissolugdo lenta dos ax6nios que ndo conseguiram
estabelecer conexdes apropriadas com receptores sensitivos ou motores distais. Dellon et
al., em 1989, também ja haviam observado que aos 18 e 24 meses apOs um reparo de uma
lesdo nervosa as avaliagdes histomorfométricas mostram numero de axo6nios
estatisticamente semelhante ao normal.

A comparacéo entre a area dos axénios mielinizados proximais a regido do enxerto
e a area dos axbnios mielinizados distais dentro de um mesmo grupo (material coletado
60 dias apds as enxertias) ndo apresentou diferencas dentro dos grupos 1 e 2 (p > 0,05),

como pode ser observado nas tabelas 13 e 14 e no grafico 25, da mesma forma que ocorreu
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em relagdo a quantidade de axdnios proximais e distais. Entretanto, nos grupos 3 e 4, a
relacdo foi inversamente proporcional ao niumero de axénios, tendo ocorrido diminuicao
significativa da &rea total distal em relagdo a area total proximal em ambos os grupos,
com valor de p < 0,001 (Figuras 27 a 30, Tabelas 15 e 16 e Gréafico 25). Varios estudos
tém demonstrado a diminuicdo da area e do didmetro axonal apds lesdes nervosas.
Tohyama et al., em 1990, estudando a regeneragcdo em enxertos nervosos pré-denervados
e pré-congelados reimplantados em animais posteriormente sacrificados em varios
momentos entre 1 e 14 semanas de pos-operatorio, afirmaram que o didmetro dos axénios
em regeneragdo, tanto mielinizados quanto ndo mielinizados, mostra-se menor que o
didametro de axbnios normais em qualquer das fases examinadas. Martins et al., em 2006,
relataram diminuicdo do didmetro das fibras distais em relagdo as proximais em anélises
da regeneracao nervosa aos 6 meses apés a realizagao do reparo. Santos, em 2007, avaliou
a regeneracdo axonal em enxertos nervosos sensitivos autologos e, por estudos de
microscopia oOptica e eletronica de transmissdo feitos em material coletado apds 10
semanas de pds-operatdrio, demonstrou que os enxertos apresentam média inferior da
area das fibras, area dos axonios, diametro das fibras, diametro dos axdnios e espessura
da bainha de mielina quando comparados ao nervo doador. Todavia, a interpretacdo deste
dado deve ser cautelosa e as causas da diminuicdo de area e diametro dos axonios distais
em relacdo aos proximais precisam ser criteriosamente analisadas antes de serem
colocadas como exclusividade das caracteristicas proprias do processo de regeneragéo,
pois séo diversos os fatores que podem influenciar nas dimens6es da fibra nervosa e de
seus componentes estruturais. O processo de fixacao e o preparo do material podem afetar
a morfologia do tecido nervoso, desidratando-o ou levando a um alongamento da fibra.
Caréncias nutricionais, diminuicdo da ingestdo alimentar e o estado de hidratacdo do

animal podem contribuir para o processo de retracdo da fibra nervosa. A diminuicdo do
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metabolismo com decréscimo no transporte de proteinas para o interior do axénio,
segundo alguns autores, também pode causar atrofia axonal. Pesquisas relatam ainda uma
diminuicdo progressiva do tamanho das fibras nervosas motoras de ratos, principalmente
das fibras maiores, com o transcorrer da idade, ocorrendo atrofia axonal, com redugdo do
calibre dos mesmos e diminuicdo da espessura da mielina (Knox et al., 1989; Machado et
al., 2000). Todos estes fatores devem sempre encontrar-se sob rigoroso controle em
ensaios que avaliem as caracteristicas estruturais da regeneracdo nervosa. Além disso,
deve-se ter conhecimento de que a reducdo da area distal do enxerto também foi relatada
como alteracdo temporaria, que tende a se reaproximar dos valores normais entre 18 e 24
meses ap0Os a repara¢do nervosa, mas, segundo alguns estudos, ndo apresenta relacdo
direta com a recuperacao funcional (Mackinnon et al., 1991).

Deve-se ressaltar que, mesmo ndo ocorrendo diferencas estatisticas significantes
dentro dos grupos 1 e 2 quando se comparou as regides proximal e distal ao enxerto em
relacdo ao nimero de axdnios mielinizados e a area total das fibras mielinizadas, houve
uma tendéncia em numeros absolutos ao mesmo padrdo demonstrado nos grupos 3 e 4,
qual seja, uma maior quantidade de axdnios e uma menor area total das fibras
mielinizadas na regido distal em comparacdo a regido proximal. Uma vez que estes
achados correspondem a analise de material coletado aos 60 dias de pds-operatério das
enxertias, consideramos resultados compativeis com as descri¢des da literatura, conforme
citado anteriormente (Dellon et al., 1989; Tohyama et al., 1990; Mackinnon et al., 1991).

Ja os indices de regeneracdo e de mudanca de area ndo apresentaram nenhuma
diferenca significativa entre os quatro grupos analisados, nem na anélise global, nem em
nenhuma das multiplas comparagfes feitas entre 0s grupos, dois a dois, no material
coletado (Tabelas 13 a 16 e Graficos 26 e 27). Tal fato comprova que, 60 dias apos 0s

procedimentos cirdrgicos das enxertias, a atividade e capacidade de regeneracdo do
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nervo, bem como as suas modifica¢Bes estruturais, j& encontram-se equiparadas. Este
achado esta em conformidade com o estudo de Martins et al. (2006), que também néo
encontrou diferencas entre estes indices em trés grupos de animais submetidos a
diferentes formas de reparo, muito embora a sua analise tenha tido um periodo de
observacdo mais longo, sendo feita aos 6 meses ap0s os procedimentos cirurgicos.
Pereira, em 2009, também ndo encontrou diferenca entre esses mesmos indices quando
comparou um grupo controle e um grupo de sutura epineural com 6 pontos e fio de nailon
10-0, avaliados exatamente com 0 mesmo tempo que utilizamos em nosso estudo, ou seja,
60 dias ap0s a sutura.

Apesar de ndo ser objetivo especifico deste trabalho a andlise das alteracdes
histomorfométricas provocadas pelo resfriamento de nervos, foi retirado um fragmento
do coto proximal dos enxertos no grupo 2 e realizada a contagem do nimero de axénios
mielinizados e sua respectiva area total imediatamente antes e imediatamente apds o
resfriamento dos enxertos por 14 dias. N&o se encontrou diferenca significativa entre
equaisquer dos parametros avaliados (Tabela 17 e Gréficos 28 e 29). De modo contrério,
existem pesquisas que relatam uma diminuigdo da viabilidade, funcdo celular e
quantidade de células de Schwann dentro dos enxertos apés 1 a 3 semanas de hipotermia
(Levi et al., 1994; Fansa et al., 2000). Porém, também foi demonstrado que as estruturas
celulares importantes para a regeneracao do nervo séo preservadas, ndo comprometendo
a evolucdo do processo de avanco axonal (Evans et al., 1998).

Em se tratando de regeneracdo nervosa, ndo s6 em relacdo as medidas
histomorfométricas, mas em relacdo a todos os parametros avaliados, € fundamental que
se diferencie o tempo de evolucdo do processo quando se compara resultados de
experimentos. Utilizando-se 0 mesmo modelo animal e técnica de leséo e reparo do nervo

semelhantes, mas observando-se os efeitos em momentos diferentes, estardo sendo
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analisados, na verdade, eventos fisioldgicos diferentes. Em estudos com menor tempo de
observacdo, a analise fica mais limitada ao evento da passagem dos brotos axonais pelo
local do reparo, com menor interferéncia do efeito da integracdo sindptica dos axénios
com 0s receptores neuro-musculares, que, por sua vez, é melhor vista a longo prazo. A
localizagdo anatdémica daquilo que se estd analisando também deve ser correlacionada
com a observacdo da progressao da regeneracdo, o que modifica o evento fisioldgico
avaliado e os efeitos que podem ser verificados. Assim, anélises histomorfométricas das
regides circunvizinhas ao enxerto avaliam momentos diferentes da regeneracdo de um
nervo quando comparadas a andlises eletrofisioldgicas, que captam estimulos oriundos
das conexdes terminais entre os axénios e 0s receptores no 6rgdo alvo, ou quando
comparadas a andlises da funcdo motora, que avaliam em conjunto masculos reinervados
em niveis e momentos distintos. Por exemplo, através da contagem de axdnios proximais
e distais ao enxerto, ndo é possivel saber se 0s axdnios atingiram os receptores no érgao
alvo ou ndo. Portanto, a extrapolacdo de analises de resultados histomorfométricos pode
levar a interpretacdes inapropriadas sobre o retorno da funcéo (Sarikcioglu et al., 2008).
Se a natureza da investigacdo é sobre resultados funcionais, entdo uma andlise de
parametros da motricidade é mais apropriada. Segundo varios trabalhos, analise funcional
em passarela de marcha é um método de avaliacao global que reproduz, ao mesmo tempo,
diversos momentos e resultados da regeneracdo do nervo periférico, correspondendo a
uma medida da funcdo motora distal e da coordenacdo do animal, de forma integral, o
que requer funcdes sensoriais e motoras intactas. Desta forma, a correlacdo das medidas
de funcdo com parametros de microscopia ou de potenciais elétricos raramente é
observada (Bain et al., 1989; Mackinnon et al., 1991; De Medinaceli, 1995; Martins et
al., 2006). Atualmente, muitos autores consideram que estes metodos avaliam diferentes

estagios do processo regenerativo e, por isso, ndo podem ser comparados (De Medinaceli,



122

1995; Martins et al., 2006; Pereira, 2009). Assim, métodos histomorfométricos avaliam a
quantidade de axdnios regenerados e a area e diametro das fibras em determinada fase,
porém, se buscarmos a qualidade funcional no mesmo momento, fibras regeneradas
podem n&o apresentar resultados funcionais adequados, pois, por exemplo, axdnios
podem ter seguido por caminhos impréprios, pode ocorrer reinervagdo muscular
aberrante, ou a presenca de fibras musculares polineuronalmente inervadas, ou musculos
antagonistas mais intensamente reinervados, ou aferentes sensoriais que eventualmente
alcancaram territérios inadequados, entre outras possibilidades. Da mesma forma,
métodos eletrofisiolégicos podem avaliar uma subpopulacdo de fibras que sejam
eletricamente efetivas, porém podem ndo ser funcionalmente eficazes. Portanto, para
decisdo correta sobre o método adequado de avaliacdo em determinado estudo, é
fundamental que se considere qual o estadgio da regeneracdo do nervo devera ser
analisado. Por exemplo, se o objetivo for a avaliacdo de uma técnica de sutura epineural,
métodos histomorfométricos serdo mais adequados para investigacdo das fibras que
atravessaram o local do reparo, podendo-se complementar com avaliacdo do potencial
elétrico do nervo e das respostas musculares distais a sutura. Por outro lado, se o prop6sito
for, por exemplo, a avaliacdo de determinadas patologias que possam ser reproduzidas
experimentalmente, onde o estudo da funcdo seja importante, ou mesmo a analise
experimental de novas técnicas cirdrgicas onde ndo haja maior interesse em quantificar
os efeitos da sec¢do do nervo, métodos funcionais serdo melhor aplicados, lembrando-se
sempre que nao existem correlacdes entre a avaliacdo funcional e as avaliagOes
histomorfométricas e eletrofisiologicas.

Como complicagdes, além de algumas retraces musculares leves, tivemos a
ocorréncia de dois casos de autofagia (ou autotomia), que resultaram em amputacdes do

primeiro e quinto dedos da pata operada em um animal e dos dois ultimos dedos em outro
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rato (Figura 31). Um caso deu-se em torno da terceira semana pds-enxertia € 0 outro na
quinta semana apos este procedimento, o que, somado aos 50 dias de resfriamento do
nervo, correspondeu, respectivamente, a décima e décima segunda semanas apds a sec¢ao
do nervo, ambos no grupo 4, que, por este motivo, teve que ser totalmente refeito.
Consideramos esta incidéncia baixa quando comparada a encontrada por outros autores.
Martins et al. (2006) relataram 29 diferentes tipos de lesbes nas patas operadas
secundarias a autofagia nos 86 ratos Wistar com os quais iniciaram seus estudos de analise
da regeneracdo nervosa. Weber et al., em 1993, pesquisando as caracteristicas da
autotomia, descreveram que 66% dos casos ocorrem na quarta semana apés a lesdo
nervosa, enquanto Sarikcioglu et al., em 2009, relataram que o fenébmeno usualmente
inicia-se na terceira semana pos-operatoria. Atribuimos a baixa incidéncia e a ocorréncia
tardia em nosso estudo a rigorosa aplicacao diaria de um produto antibiético, antisséptico
e repelente na pata operada do animal (bactrovet prata® aerosol), que forma uma pelicula
protetora sobre o local aplicado e protege contra a autofagia. Sarikcioglu et al., em 2009,
também relataram pesquisas utilizando substancias antiinflamatérias e com sabor
desagradavel (metilprednisolona, glicerol e dizocilpina) na tentativa de evitar a autofagia.
Embora tenha sido sugerido que este comportamento é simplesmente um esforco do
animal para retirar um apéndice sem sensibilidade, diversos pesquisadores tém atribuido
tal reacdo a uma resposta do animal a uma condigdo dolorosa que ele percebe como vindo
daquela parte do corpo, denominada “anestesia dolorosa”. Esta percepg¢do de dor vinda
de um nervo lesado pode originar-se a partir de impulsos espontaneamente gerados pela
regeneracdo de numerosos brotos axonais provocando uma compressdo mecanica dentro
da fibra (Sarickcioglu et al., 2008). De forma correspondente, em nossas analises
histomorfométricas, a maior diferenca demonstrando um numero de axo6nios distais

superior ao nimero de ax6nios proximais ocorreu no grupo 4 (com p < 0,001), sugerindo
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intenso brotamento axonal nos ratos onde o enxerto foi submetido a resfriamento por 50
dias, fato que, de modo similar, poderia ter levado a esta compressdo mecanica no grupo
que foi desconsiderado devido as autofagias.

Como consideragdes finais desta discussdo, diante de trés diferentes tipos de
analises utilizados e de tantos parametros avaliados, por vezes em momentos diversos, e
sabendo-se da importancia de se diferenciar o método e o tempo de evolucdo do processo
na comparacdo dos dados, torna-se necessario tentarmos fazer uma correlagdo dos
principais resultados obtidos com seus respectivos significados em termos de regeneracao
nervosa.

Em se tratando das analises funcionais da marcha, ficou entdo demonstrado que:

- a enxertia com nervo preservado a frio por 14 dias apresentou resultados semelhantes
ao seu grupo controle de enxertia convencional quando analisadas a area maxima de
contato e a intensidade méxima de pressdo no contato maximo em todas as avaliacdes
entre os dois grupos;

- a enxertia com nervo preservado a frio por 50 dias apresentou melhor resultado
funcional em todas as avaliacBes poOs-operatdrias quando comparada com Seu grupo
controle de enxertia convencional e também com a enxertia com nervo preservado a frio
por 14 dias nas avaliacBes de 30, 45 e/ou 60 dias de p6s-operatorio, tanto em relacdo a
area maxima de contato, quanto em relacdo a intensidade maxima de pressdo no contato
maximo.

Em relacdo as analises eletrofisioldgicas, os resultados mostraram que:

- a enxertia com nervo preservado a frio por 14 dias e seu grupo controle de enxertia
convencional apresentaram resultados semelhantes de fibras eletricamente efetivas na
regido distal ao enxerto, tanto em relacéo a laténcia quanto em relacdo a amplitude dos

dois musculos avaliados (tibial anterior e gastrocnémio), aos 60 dias de p6s-operatorio;
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- a enxertia com nervo preservado a frio por 50 dias e seu grupo controle de enxertia
convencional apresentaram resultados semelhantes de fibras eletricamente efetivas na
regido distal ao enxerto, tanto em relagdo a laténcia quanto em relagdo a amplitude dos
dois musculos avaliados (tibial anterior e gastrocnémio), aos 60 dias de pos-operatorio.
Os resultados das analises histomorfométricas demonstraram que:
- a enxertia com nervo preservado a frio por 14 dias, a enxertia com nervo preservado a
frio por 50 dias e os enxertos convencionais apresentaram semelhantes indices de
regeneracdo e de mudanga de &rea dos axénios mielinizados, aos 60 dias de pos-
operatdrio, em todas as comparacdes entre 0s grupos;
- tanto o grupo de enxertos com nervo preservado a frio por 50 dias quanto seu grupo
controle convencional apresentaram maior quantidade absoluta de axdnios mielinizados
e menor area total das fibras mielinizadas na regido distal ao reparo do que na regido
proximal ao reparo, aos 60 dias de pds-operatdrio, nas comparac6es dentro de um mesmo
grupo, padrdo este que manifestou-se como uma tendéncia, em numeros absolutos,
também no grupo de enxertos com nervo preservado a frio por 14 dias e em seu grupo
controle.

Por fim, diante de todas estas colocacbes, ficou claro que ndo observamos
correlacdo entre os diferentes métodos de avaliacdo em um mesmo momento da evolugédo
da regeneracédo nervosa em relacdo aos enxertos com nervo preservado a frio por 14 dias,
por 50 dias e aos dois grupos controle de enxertias convencionais.

Ficou evidente também a presenca de evolucdo satisfatéria do processo de
regeneracdo no modelo de nervo ciatico de ratos em enxertos preservados a 4°C por 14
dias e por 50 dias em solucéo Celsior® quando comparados aos correspondentes grupos
de enxertia convencional, mostrando o potencial da utilizacdo desse tipo de enxerto, com

futuro promissor no reparo das lesdes nervosas.
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7 CONCLUSOES

A conservacdo a frio do enxerto de nervo durante 14 dias e durante 50 dias permitiu
resultados funcionais finais da regeneracdo nervosa respectivamente iguais e superiores
aos enxertos convencionais;

As enxertias com nervo preservado a frio por 14 dias e por 50 dias apresentaram
resultados finais semelhantes aos seus respectivos grupos controle em termos de fibras
eletricamente efetivas na regido distal ao reparo;

As enxertias com nervo preservado a frio por 14 dias e por 50 dias apresentaram
indices de regeneracdo e de mudanca de area dos axonios mielinizados semelhantes aos

respectivos grupos controle na avaliagéo final.
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8  ANEXOS

ANEXO A - Documento de aprovacdo do projeto na Comissdo Cientifica do
Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Universidade de Sdo
Paulo

DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO Protocolo IOT n® 959

Pesquisador Responsavel: Dr. Marcelo Rosa de Rezende

Pesquisador Executante: Dr. Isanio Vasconcelos Mesquita

Titulo: Estudo experimental comparativo entre enxerto de nervo convencional e enxerto de
nervo criopreservado.

Grau de Pesquisa: Doutorado

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

Proposta adequada completa, bem elaborada para doutorado com os
recursos do laboratdrio de microcirurgia.

Sugiro captagao de recurso junto as agéncias de fomento (FAPESP).

RELATOR
Comissao Cientifica
28.11.2012

DECISAO DA COMISSAO CIENTIFICA EM 28.11.12: Projeto aprovado.

- Aguardar a inscrigiio do aluno na pds-graduacfio e o parecer da Comisséio de Pas-
Graduagio do DOT, para enviar o projeto de pesquisa ao CEP-FMUSP (Comité de
Etica em Pesquisa da FMUSP) para avaliagio.
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ANEXO B - Documento de aprovacio na Comissio de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

j UG i 17 Be
MEDICINA
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, em
sessdn de 13/11/2014, APROVOU o Protocolo de Pesquisa no gea/13 infitulado:
“Estudo experimental comparativo entre enxerto de nervo convencional
e enxerto de nervo criopreservado” que utilizard 20 animmais da espécie rato,
apresentado pelo Departamento de Ortopedia e Traumnatologia.

Cabe an pesquisador elaborar e apresentar & CEUA-FMUSP, o
relatbrio final sotre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Anirrais - Led N 11.794 -8 de outubro de 2oo8).

Pesquisador (a) Responsavel: Marcelo Rosa de Rezende
Pesquisador (a) Executante: Isanio Vasconcelos Mesquita

CEUA-FMUSP, 13 de Novembro de 2014

— —
 ——

Dr. Eduardo Pompeu
Caordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Combsla de Etlca ho Usa de Ahltnab da FMUSP
e-mall: ce s @y bt
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ANEXO C - Documento de aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade de Campinas

&% & 3 |

C!uNUn!ctn:

Comissio de Etica no Uso de Animals
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Estudo Experimental Comparativo entre
Enxerto de Nervo Convencional e Criopreservado™ (protocolo n° 2796-1), scb
a responsabilidade de Prof. Dr. Alexandre L.R. Oliveira | Prof. Dr. Marcelo

Rosa de Resende / Isanio Vascocelos Mesquita, estd de acorde com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pela Sociedade

Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislacdo
vigente, LEI N* 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/JUNICAMP - em 17 de setembro de
2012

Campinas’ 17 de setembro de 2012.

ke oal
Af R : : R (’ \
ofa, Dra, Ana Maria A. Guaraldo Fatima Alo
Presidente Secretaria Executiva
CELWUNICAMP Telefone: (19) 38215359
Catea Poale 8109 Evval comabBurcamp 2o

13083970 Carrginas, SP « Bragil Nep Ywwew b usican p beicosal
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