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Resumo

O tratamento das lesdes em nervos periféricos normalmente constitui um
desafio. Os resultados clinicos sdo pobres na maioria dos casos de lesdées com
perda da continuidade do axénio. Viterbo (1992) prop6s a neurorrafia latero-terminal
sem incisdo do nervo doador, uma alternativa para a neurorrafia término-terminal.
Novas pesquisas devem esclarecer porque sao tao controversos os resultados
experimentais e os da pratica clinica entre os diversos autores sobre a neurorrafia
latero-terminal. Muitos estudos tém buscado alternativas para alcancar melhores
resultados no tratamento das lesdes nervosas periféricas. A reposicdo de células,
introdugdo de fatores neurotroficos e a introdugcdo de células-tronco tém sido
algumas das alternativas exploradas na literatura atual. Quanto as células-tronco
ainda ha muito a ser pesquisado, seja sobre o potencial regenerativo das células-
tronco e suas fontes, formas de oferecimento dessas células no local da leséo ou
como acompanhar a integragcdo e confirmar a sobrevivéncia dessas células no local
da injuria do nervo. Este estudo objetivou avaliar a influéncia de células-tronco
mesenquimais provenientes do tecido adiposo na neurorrafia latero-terminal quanto
a regeneragao e reinervagao periférica, por meio de estudo experimental em ratos.
Foram estudados 150 animais, 140 animais dispostos em sete grupos, 10 outros
animais foram necessarios para se fazer o gel de plaquetas. Em um dos grupos a
neurorrafia latero-terminal foi realizada com a interposicdo de células-tronco
removidas do tecido adiposo do animal. Foram realizados testes de avaliacido da
marcha, estudo eletromiografico, avaliagdo da forga de contragdo muscular e
exames de morfologia e morfometria de nervos e musculos apdés 180 dias do
experimento. O grupo no qual se usou células-tronco apresentou valores
semelhantes aos observados no grupo controle de normalidade quanto aos indices
funcionais dos nervos ciatico (pelo “CatWalk” e “Walking Track” respectivamente) e

quanto ao numero de fibras nervosas no nervo fibular comum.

Palavras-chave: células-tronco; tecido adiposo; nervos periféricos; regeneragao

nervosa; rato



Abstract

The treatment of peripheral nerve injuries is often a challenge. In most cases
of injury with loss of continuity of the axon the clinical results are poor. Viterbo (1992)
published the lateral-terminal neurorrhaphy without incision of the donor nerve, an
alternative for the end-to-end neurorrhaphy. Further research should clarify why the
experimental results and the clinical practice about the lateral-terminal neurorrhaphy
are so controversial among the various authors. Many studies have sought for
alternatives to achieve better results in the treatment of peripheral nerve injuries. The
replacement of cells, the introduction of neurotrophic factors and the introduction of
stem cells have been some of the alternatives explored in the literature. As for the
stem cells, much remains to be searched, either on the regenerative potential of stem
cells and their sources, offering forms of these cells at the injury site or on how to
support the integration and confirm the survival of these cells at the site of the nerve
injury. This study experimental study in rats aimed to evaluate the influence of stem
cells from adipose tissue in the lateral-terminal neurorrhaphy focusing the
regeneration and the peripheral reinnervation. 150 animals were studied, 140
animals arranged in seven groups, other 10 animals were needed to make the
platelet gel. In one group the lateral-terminal neurorrhaphy was performed with the
interposition of stem cells removed from the adipose tissue of the animal. Gait
assessment tests, electromyographic study, evaluation of the muscle contraction
force and histological examinations of the nerves and muscles after 180 days of the
experiment were conduced and performed. The group which underwent the
interposition of stem cells showed values similar to those seen in the normal control
group as well as the functional indices of the common sciatic and peroneal nerves
(the "Catwalk" and "Walking Track" respectively) and upon the number of nerve

fibers in the common fibular nerve.

Keywords: stem cells; adipose tissue; peripheral nerves; nerve regeneration; mouse.
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Figura 45 - Imagens da neurorrafia (N3) coradas pelo CD90 em animal n° 101
do grupo 7. A: neurorrafia (IMH-CD90/X). B: nervo fibular comum com
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Figura 47 — A: Imagens da neurorrafia (N3), em animal n°® 101 do grupo 7,
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marcador no nervo fibular comum quando comparado ao nervo tibial (IMH-
CD34/20X). C: vasos marcados pelo CD34 no nervo fibular comum direito
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1 Introducao

As lesbes de nervos periféricos sdo um desafio na pratica médica ha muito
tempo. O tratamento é extensamente discutido e fonte de diversos estudos clinicos
e experimentais (Lundborg, 1987; Jonhson et al., 2008; Walsh e Midha, 2009).

Bons resultados sio vistos nos casos em que ndo ha lesdo direta ou secgao
do nervo. Frequentemente, nas seccdes completas, os resultados funcionais sao
frustrantes para médicos e pacientes, mesmo quando ha regeneragao e crescimento
do axénio lesado (Chen et al., 2006; Colomé et al., 2008; Walsh e Midha, 2009). A
dificuldade em se encontrar bons resultados é mais comum quando a neurorrafia é
protelada e nos casos em que a lesdo esta distante do érgéo-alvo (Lundborg e
Swedenn, 2000; Walsh e Midha, 2009).

Profissionais de diversas areas se envolveram na busca de alternativas
terapéuticas para estas lesbes, estudando a fisiopatologia das lesdes nervosas
periféricas com o intuito de promover a regeneragdo destes nervos e a recuperagao
funcional (Radtke et al., 2009). Deve-se destacar que recentemente surgiu o
conceito de Medicina Regenerativa, que consiste na utilizagdo de células, fatores de
crescimento e biomateriais com o intuito de reparar tecidos lesados (Oliveira et al.,
2006; Colomé et al., 2008).

E importante salientar que hoje a grande arma da medicina regenerativa é a
célula-tronco, fonte de inumeros estudos. Nesse sentido, apdés uma revisdo sobre
diversos aspectos da aplicagdo de células-tronco e da medicina regenerativa,
Oliveira et al. (2006) concluem que, embora o uso de células-tronco para a
regeneragao ou reparo de tecidos seja uma area muito promissora na pesquisa
biomédica, algumas importantes questdes merecem estudo. Essas questdes
incluem: o estudo de quais as melhores estratégias para direcionar as células-tronco
na diferenciagdo em células do tecido a ser regenerado, o desenvolvimento de
técnicas para o cultivo em larga escala das células-tronco, a determinagdo da
eficacia das varias técnicas de transplante destas células, a caracterizacdo das
propriedades das células-tronco e a resolugao de questdes bioéticas quanto ao uso
de células-tronco embrionarias.

Quanto as lesdes traumaticas de nervos, as células-tronco poderiam repor os

neurénios motores e/ ou sensitivos ou incrementar a populacdo de células de
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Schwann, tornando a regeneracao de axdnios mais eficiente. Embora a maioria dos
estudos com células-tronco ainda seja experimental, é possivel acreditar que o
tratamento de um paciente portador de lesao traumatica de nervos incluira o uso de
células-tronco em um futuro ndo muito distante (Martins e Siqueira 2005).

A maioria das pesquisas sobre células-tronco e regeneragdo nervosa
periférica tem observado a diferenciacdo de células-tronco em células de Schwann
ou células tipo Schwann (Martins e Siqueira, 2005; Pan et al., 2006; Chen et al.,
2006; Braga-Silva et al., 2006; Chen et al., 2007; Johnson et al., 2008; Arino et al.,
2008; Lago et al., 2009; Walsh e Midha, 2009).

Logo ap6s uma lesédo periférica, as células de Schwann deixam de ser
produtoras de mielina para tornarem-se o suporte na fase inicial de desnervacgao. As
células de Schwann sido fonte de fatores neurotréficos, moléculas de adesao e
citocinas que dardo suporte a regeneragao axonal, além de recrutarem outras
células para o local da lesdo, como os macrofagos. No entanto, a menos que o
contato entre os axénios seja restabelecido, este suporte ndo se mantém (Walsh e
Midha, 2009).

Dado que as células de Schwann podem tornar-se hipofuncionantes, uma
medida légica é dar suporte ao coto distal, melhorando as condigdes locais e
substituindo células hospedeiras por células exdgenas. Algumas células-tronco tém
sido pesquisadas a fim de serem aplicadas na regeneragado nervosa periférica. As
células-tronco mais promissoras sdo aquelas derivadas de pele, medula éssea e
tecido adiposo. Todas tém mostrado capacidade de tornarem-se células tipo
Schwann (Walsh e Midha, 2009).

Embora muitas células-tronco tenham mostrado potencial de auxilio na
regeneracao nervosa periférica, ha necessidade de aperfeicoar esta terapia para o
uso clinico (Walsh e Midha, 2009). Para o uso de células de Schwann autélogas
seria necessario dispor de outro nervo do mesmo paciente e cultivar estas células
para obter numero suficiente e entado transplanta-las ao local da lesdo nervosa, o
que demandaria muito tempo e aumentaria o tempo de desnervacdo da zona
atingida. As células-tronco seriam uma boa opg¢do como fonte de células que se
tornariam tipo Schwann.

Os estudos atuais tém se empenhado em avaliar o potencial de células-tronco
de diversas fontes na regeneracdo nervosa periférica, procurando desvendar seu

mecanismo de ag¢ao, com énfase na praticidade e facilidade de obtencdo. Tem-se
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buscado a expansdo rapida destas células em cultura, sempre atentando para a

possibilidade de teratogenicidade.

1.1 Lesao em nervos periféricos

Os nervos possuem um limite de distensibilidade, caso esse limite seja
ultrapassado, havera dano como a perda da sensibilidade e/ ou motricidade do
territorio por ele inervado (Weinstein e Hering, 1992). Dentre as classificacbes para
lesbes de nervos periféricos, as mais usadas sdo as de Seddon (1943) e de
Sunderland (1968).

Seddon (1943) dividiu as lesdes nervosas em trés graus: neuropraxia,
axoniotmese e neurotmese. Na neuropraxia ou lesdo leve, ndo ha alteracdo na
estrutura do axoénio, pois a lesdo se restringe a bainha de mielina, com grandes
chances de regeneragcdo. A neuropraxia caracteriza-se por desmielinizagao
segmentar das fibras de grande -calibre. Normalmente decorrente de uma
compressao, o axbnio € preservado e ndo ha degeneragido nervosa distal (Seddon,
1943; Siemionow e Sonmez, 2007). Espera-se que a recuperacdo se dé
espontaneamente em dias ou semanas conforme a extensdo atingida (Seddon,
1943; Lundborg, 1987).

Na axoniotmese ha perda da continuidade do axénio (lesdo do axénio e da
bainha de mielina), mas o tubo neural permanece integro (o endoneuro permanece
integro), o que implica em degeneragao walleriana distal, mas com potencial para
recuperacao adequada e espontanea devido a manutencao do endoneuro. Na fase
aguda, o quadro é semelhante a neuropraxia, chamado de pseudobloqueio de
condugao, entretanto apds o quinto dia da lesdo, os potenciais motores e sensoriais
tornam-se anormais distalmente a lesdo. Apds a segunda semana, os potenciais de
desnervacdo comegam a surgir em grande quantidade. Quando a regeneracao
comega a acontecer, a amplitude dos potenciais de acdo motores comeca a
melhorar e potenciais de reinervagdo podem ser vistos na eletromiografia como
contracdo voluntaria. Exemplos sdo as neuropatias compressivas cronicas,
neuropatias secundarias a tracdo e as lesdes nervosas secundarias as fraturas
Osseas. A recuperacdo € muito mais demorada comparada a neuropraxia € na

maioria das vezes é incompleta (Seddon, 1943; Lundborg, 1987).
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Na neurotmese ha transeccéo total do nervo, o que implica em degeneragéo
axonal severa quando as extremidades nervosas separadas n&o sao unidas
cirurgicamente. A recuperagao funcional da area afetada somente sera possivel
através de intervengao cirurgica e o resultado sera limitado (Seddon, 1943;
Lundborg, 1987; Siemionow e Sonmez, 2007).

Sunderland (1968) propbs outra classificagdo. Segundo este autor, a lesdo
tipo | (correspondente a neuropraxia de Sedonn) é aquela na qual apenas a bainha
de mielina é lesada, com o axdénio integro. A recuperagao, nesse caso, ocorre em
semanas ou meses. Na lesdo tipo Il (correspondente a axoniotmese), o axdnio foi
lesado, mas pode-se observar o endoneuro preservado. Nas lesdes tipo Ill o
endoneuro esta envolvido na les&o; na lesao tipo |V, o perineuro; e na lesao tipo V, o
epineuro esta lesado (Sunderland 1968; Lundborg, 1987). O tipo Ill correspondente
juntamente com a IV e V a neurotmese de Sedonn.

Além das lesdes ja citadas, foi proposta mais um tipo de leséo, a lesao tipo VI,
que seria a combinacao de varias lesdes descritas anteriormente (Mackinnon, 1989).
E quando ocorre a neurotmese ou secgcdo do nervo inicia-se um processo de

tentativa de regeneracao.

1.2 Degeneragao e regeneragao em nervos periféricos

Alteragoes histologicas

Waller (1850, apud Koeppen 2004) descreveu as mudangas degenerativas
que ocorrem no coto distal de um nervo periférico lesado e chamou de degeneracgao
Walleriana.

Logo apos a secgédo do nervo a mielina comega a degenerar, axonios e debris
de mielina sdo fagocitados por macréfagos e células de Schwann. Esse processo
pode levar desde uma semana a muitos meses. As células de Schwann se tornam
mais ativas em 24 horas, com aumento da taxa de mitose, além da ampliacdo do
nucleo e do citoplasma. As mesmas mudancgas ocorrem no coto proximal do nervo,
com intensidade proporcional a da lesdo (Siemionow e Sonmez, 2007).

No coto distal do axdnio seccionado inicia-se um processo autolitico
caracterizado pela tumefacao e lise mitocondrial, desintegragdo de microtubulos e

neurofilamentos, intumescimento axoplasmatico e fragmentagcdo do axdnio. Os
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remanescentes do axdénio s&do fagocitados por macréfagos. A area de contato
sinaptica é invadida por células de Schwann produtoras de fatores neurotroficos que
influenciardo na sobrevivéncia do neurdnio e crescimento do axdnio vindo do coto
proximal (Lundborg, 1987; Lundborg & Swedenn, 2000).

Segundo Jiao et al. (2009) as células de Schwann presentes no coto distal,
multiplicam-se e mudam seu fendtipo para que possam preparar 0 meio ambiente
local e favorecer a regeneracdo dos axbnios lesados, mas este suporte nédo é
mantido por tempo indefinido e decresce a medida que o tempo de desnervacgao
aumenta. Este fenbmeno ocorre provavelmente pela redugdo do numero de células
de Schwann que sobrevivem e pela deterioragdo dos fatores que permitiram
condicionamento do meio, por diversas razdes locais. Os autores conseguiram
observar reinervagao apos seis meses de desnervagdo em modelo experimental e
discutem se tentativas de reinervacéao tardias seriam realmente desaconselhaveis.

No coto proximal, o axénio se degenera até o primeiro nodo de Ranvier
proximal a lesdo, em seguida emite brotos que progridem em diregao ao coto distal.
Segundo Ferreira (1999), a mielina fragmenta-se no dia seguinte ao da lesao
retraindo-se a partir dos nodos de Ranvier e, cerca de 48 horas apés a lesdo, ja
existe fragmentacéo do axdnio.

Os axénios, a partir do nodo de Ranvier mais proximal, iniciam uma tentativa
de crescimento, emitindo ramificacbes que vao ao encontro do coto distal,
continuando seu crescimento ao longo das bandas de Bungner. Fato que ndo ocorre
em lesbes com degeneragdo avangada, ja que nesses casos as estruturas
endoneurais nao respondem (Da-Silva, 1995; Roytta & Salonen, 1988).

As bandas de Blngner sdo formadas pelas células de Schwann que se
dividem e se organizam no interior de tubos de membrana basal, de forma linear,
(Lundborg, 1987; Ferreira, 1999; Rodrigues e Silva, 2001).

E analises bioquimicas e estruturais mostraram que as células de Schwann
em contato com axénios estao aptas para gerar uma lamina basal e colageno fibroso
(Bunge, 1987). A estrutura da lamina basal das células de Schwann serve como
conduto eficaz para o desenvolvimento, manutencdo e maturagao dos axdnios em
regeneragao (Walsh e Midha, 2009).

Desta forma, o coto proximal emite numerosas expansoes filiformes (cones de
crescimento), esses brotos axonais sado prolongamentos protoplasmaticos que

atravessam o segmento lesado. Os brotos dos axdnios em regeneragao invadem o
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coto distal e a estrutura prévia volta a se estabelecer entre o axénio e as células de
Schwann que produz novamente a mielina, depois disso, 0s vasos sanguineos e 0s
envoltoérios dos nervos se restabelecem (Bunge, 1987; Toby et al., 1996; Lundborg e
Swedenn, 2000).

Todo esforgo é feito para que o neurénio n&do degenere e alguns fatores sao
importantes para a sobrevivéncia do neurdnio, como a idade do paciente, o tipo de
neurénio lesado, o tipo de lesdo e a da distancia da lesdo ao 6rgao-alvo. Quanto a
idade, sabemos que os mais jovens tém, em geral, melhores resultados funcionais e
que a idade talvez seja o fator mais importante na qualidade da recuperacgéo
sensorial. Quanto ao tipo de neurdnio, os motores espinhais sdo os mais resistentes
em comparagao aos neurdnios espinhais sensitivos e cranianos. Enquanto na
neuropraxia e axoniotmese o tratamento € conservador, na neurotmese a corregao
sera cirurgica (Lundborg e Sweden, 2000).

Pode-se afirmar que quanto maior o tempo entre a lesdo e a reinervagao
muscular, pior a recuperacgao funcional. Estudos em primatas apontam que o tempo
entre a lesdo e a terapéutica ndao deve ser maior que 100 dias (Lykissas et al.,
2007). Permanece o conceito de que a neurorrafia, quando indicada deve ser o mais
precoce possivel (Ballance, 1903).

Inmeras técnicas foram introduzidas e aprimoradas no intuito de promover a

regeneragao do nervo e recuperagao funcional dos musculos acometidos.

1.3 Reparacao Nervosa Periférica

Neurorrafia

Segundo Jiao et al. (2009) na axoniotmese esta estabelecido que a demora
na corregao cirurgica diminui a chance de reinervacao e restituicdo da fungédo do
axbnio lesado. Os resultados ruins sdo atribuidos ao tempo prolongado de
axoniotomia, degeneragao cronica do coto distal e longo tempo de desnervagéo com
atrofia do musculo correspondente. Segundo os autores, em ortopedia e neurologia,
nao se esperam resultados satisfatérios para lesdes de nervos cuja terapéutica
cirurgica tenha sido protelada por mais de um ano, embora exista a descricdo de

casos que repudiam esta afirmacao.
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Sempre que houver secgéo nervosa, os cotos devem ser mantidos alinhados,
por sutura, preferencialmente. Quando os cotos proximal e distal ndo s&o alinhados
e reparados, ha formacdo de um neuroma, definido por um conjunto de fibras
nervosas em regeneragao e tecido conjuntivo, demonstrando desorganizacgao local
(Lundborg, 1987).

Segundo Lundborg e Sweden (2000), a neurorrafia deve ser feita o quanto
antes e o alinhamento deve ser o melhor possivel. Os autores acreditam que o bom
alinhamento dos cotos seja suficiente (rafia do epineuro), caso haja uma
diferenciagdo na topografia, o alinhamento dos fasciculos € recomendado. Quando
ha diferenciacdo entre fasciculos motores e sensitivos, o alinhamento dos fasciculos
também é recomendado.

A neurorrafia deve ser feita por meio de magnificagcdo da imagem, usando-se
técnicas microcirurgicas de forma atraumatica. A sutura deve ser realizada sem
tensdo e o mais precocemente possivel. Quando necessario, deve-se langar mao de
enxertos e/ ou condutores. Deve-se usar fio 0 menos reacional possivel, como o
nailon, e fino, como 9.0 ou 10.0. (Braun, 1982; Lundborg, 1987; Toby et al., 1996;
Lundborg e Sweden, 2000; Jiao et al., 2009).

Neurorrafia término-terminal

Segundo Moraes (2009), a primeira neurorrafia foi realizada por William de
Saliceto (1210 a 1277), em Bolonha. A neurorrafia término-terminal € a forma de
neurorrafia classicamente indicada quando estao presentes os dois cotos, proximal e
distal.

Babcock definiu os principios da neurorrafia em 1927, declarou que os
melhores resultados para a regeneragao nervosa sao alcangados através da sutura
término-terminal das bainhas nervosas. Este conceito € compartilhado por autores
atuais (Sunderland, 1968; Braun, 1982; Lundborg, 1987; Liu et al.,1999; Cederna et
al., 2001; Piskin et al., 2009).

A neurorrafia término-terminal € a neurorrafia direta, realizada suturando-se
os cotos para a passagem das fibras em regeneracao do coto proximal para o distal,

pode ser feita através de suturas epineurais, perineurais ou epiperineurais.
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A sutura epineural é facilmente realizada e proporciona menor trauma ao
nervo, posto que as fibras nervosas e o tecido conjuntivo, rico em vasos que
circundam o perineuro, nao precisam ser manipulados. Evitam-se, entao, lesdes da
estrutura nervosa, ha menor reagao inflamatéria e consequentemente menor
formacao de tecido cicatricial (Braun, 1982).

A neurorrafia término-terminal perineural pretende proporcionar melhor
alinhamento entre os fasciculos quando comparada a epineural (Bora, 1967; Braun,
1982; Stopiglia e Erhart, 1987; Millesi,1981). Segundo Bora (1967), esta técnica
apresenta a desvantagem de causar lesées no suprimento vascular do nervo devido
a manipulagao de tecido junto dos fasciculos.

Rouleau et al. (1981) realizaram estudo experimental em gatos, seccionando
o0 ramo orbicular do nervo facial e realizando sutura nervosa epineural e perineural
para compara-las. Concluiram que a sutura epineural trouxe melhores resultados
quanto a histologia, mas n&o quanto aos resultados clinicos. Ja Lundborg (1987), em
estudos comparando as neurorrafias término-terminais epineurais e perineurais, néo

encontrou diferengas significativas.

Neurorrafia latero-terminal

Em algumas ocasides, o coto proximal do nervo lesado ndo esta presente,
como nas avulsdes ou ressecgdes por cancer. Na impossibilidade da neurorrafia
término-terminal, desenvolveu-se técnica na qual se sacrificava um nervo de menor
comprometimento funcional (motor ou sensitivo) para a neurorrafia término-terminal.
Um exemplo é a neurorrafia do coto distal do nervo facial lesado ao coto proximal do
nervo hipoglosso, com comprometimento da regido inervada pelo nervo hipoglosso.

Os primeiros relatos sobre neurorrafia término-lateral sdao de Ballance et al.
(1903). Nesta publicacao, os autores relatam que em 1895, no St. Thoma’s Hospital,
realizou-se a unidao do nervo facial ao nervo espinhal acessoério para alivio da
paralisia facial resultante a doenca auricular. Nessa publicacdo, relatam que em
1899, Kennedy seccionou o nervo facial para espasmo facial e uniu-o ao espinhal
acessorio (jungao término-lateral). O espasmo foi curado e notaveis movimentos

livres da face ocorreram ao movimentar-se o ombro.
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Em janeiro de 1903, Ballance uniu o nervo facial ao hipoglosso (jungéo
término-lateral), mas o resultado ndo pode ser determinado ainda por alguns meses.
Recomendou-se, portanto, o procedimento para paralisias faciais de longa data.
Neste mesmo ano, Harris (1903) publicou o emprego da neurorrafia término-lateral
para tratamento de lesao de plexo braquial.

O maior empecilho era a lesdo do nervo doador. Isso acontecia, pois ndo so
se abria o epineuro, como se provocava grande lesdo no nervo doador, com incisao
até o epineuro contralateral (Sherren, 1906) praticamente realizando-se uma
neurorrafia término-terminal, o que provocava dano funcional (motor ou sensitivo) ao
territorio inervado pelo nervo doador. A orientagdo foi o abandono de tal técnica
(Babcok, 1927).

Viterbo (1992) propbés a neurorrafia latero-terminal sem incisdo do nervo
doador. Desta forma o nervo doador n&o sofre lesdo e ndo ha nenhum
comprometimento das estruturas inervadas por ele. O autor seccionou o nervo
fibular e suturou seu coto distal a face lateral do nervo tibial, sem a remocgéo do
epineuro e concluiu que a neurorrafia latero-terminal foi funcionante e manteve o
trofismo muscular. A presenga do epineuro ndo impediu a regeneragdo axonal ou a
passagem do estimulo elétrico. (Viterbo, 1992; Viterbo et al, 1992; Viterbo et al,
1998).

Os termos término-lateral e latero-terminal sdo usados na literatura com o
mesmo significado. Ballance et al. (1903) descreveram a neurorrafia término-lateral
pela primeira vez. Papalia et al. (2007) descreveram a neurorrafia término-lateral
como a sutura do coto do nervo seccionado ao epineuro do nervo doador intacto.

O termo neurorrafia latero-terminal foi usado pela primeira vez por Gatta
(1938). Viterbo comegou a usar o termo neurorrafia latero-terminal em sua tese de
Doutorado em 1992. Papalia et al. (2001), publicaram um trabalho experimental
utilizando o termo neurorrafia término-lateral, no entanto, relatam na discussdo do
trabalho que o termo correto seria neurorrafia latero-terminal.

Na neurorrafia latero-terminal ou término-lateral, o principio baseia-se no
neurotropismo que o coto distal exerce no nervo doador, permitindo que brotos do
nervo saudavel e intacto invadam o coto do nervo lesado e reinervem a zona que
havia sido desnervada (Lundborg e Sweden, 2000).

Muitos autores confirmaram o neurotropismo e o brotamento ou invasao do

coto distal por axénios vindos do nervo doador, por meio de diferentes técnicas
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(Viterbo et al., 1992; Lundborg et al., 1994; MacCallister et al., 1999; Hayashi et al.,
2004). Em 1992, Viterbo et al. publicaram estudo sobre a neurorrafia latero-terminal
sem lesao do epineuro do nervo doador, com resultados promissores.

Lundborg et al. (1994) realizaram experimento em lesao de nervo em ratos e
concluiram que, na neurorrafia término-lateral, o segmento de nervo lesado (o nervo
que foi seccionado) suturado ao nervo doador (nervo intacto) atraiu axénios
sensitivos e motores desse nervo doador. O nervo doador é o nervo ao qual o nervo
lesado é suturado. Essa neurorrafia foi feita sem que o nervo doador fosse lesado,
pois as neurorrafias latero-terminais eram feitas sempre com alguma les&o do nervo
doador, seja les&o parcial ou janela no epineuro.

Viterbo et al. (1994b) publicaram estudo experimental em ratos, semelhante
ao realizado em 1992. Nesse estudo, os pesquisadores removeram uma janela do
epineuro para a neurorrafia latero-terminal do nervo fibular ao nervo tibial,
constatando que a neurorrafia foi funcional, permitindo o crescimento de axénios
lateralmente para o coto distal do nervo suturado, conduzindo estimulo elétrico e
mantendo o trofismo do musculo correspondente e sem danos do nervo ao qual ele
foi suturado, tratando-se de opc¢ao terapéutica quando nao for possivel a neurorrafia
término-terminal.

Viterbo et al. (1994c) publicaram outro estudo realizando duas neurorrafias
|atero-terminais e um enxerto nervoso em modelo experimental de lesdo nervosa
periférica em ratos, demonstrando que havia axénios deixando o nervo doador para
o enxerto de nervo na neurorrafia latero-terminal.

Zhao et al. (1997), apos estudo experimental em neurorrafias término-laterais
com e sem enxerto nervoso, concluiram que as fibras nervosas conseguem
atravessar o epineuro, perineuro e endoneuro.

Zhang et al. (1998) realizaram estudo experimental com trés neurorrafias
latero-terminal diferentes, do nervo fibular ao tibial, do ramo muscular do
gastrocnémio ao tibial e do obturador ao ciatico com remocédo de epineuro,
constataram regeneragcao do axénio com reinervacao muscular, apds trés meses.
Compararam com o lado oposto para o controle de normalidade. Quanto ao numero
de fibras nervosas e quanto ao peso dos musculos reinervados obtendo resultados
semelhantes aos obtidos por Viterbo et al. (1992).

Viterbo et al. (1998) compararam a neurorrafia latero-terminal com e sem

lesdo de epineuro e usaram o0s seguintes parametros de comparagao: peso do
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musculo tibial cranial, teste eletrofisiolégico, contagem de fibras nervosas no nervo
doador acima e abaixo da neurorrafia e area das fibras musculares do musculo tibial
cranial e aspecto histolégico do musculo tibial cranial. Nao houve diferenga entre os
grupos para todos os parametros acima avaliados apos seis meses entre as duas
variantes da técnica de neurorrafia latero-terminal.

Liu et al, (1999) compararam a neurorrafia latero-terminal do nervo fibular ao
nervo tibial com e sem janela de epineuro, neurorrafia término-terminal com grupos
normais e denervados. Os parametros usados foram indice funcional do fibular,
medidas de contragdo do nervo extensor longo dos dedos ou teste de for¢ca, medida
de massa desse musculo e histologia: morfologia e densidade de fibras nervosas
nos nervos receptores. Concluiram que houve reinervacdo nas duas formas de
neurorrafia e que a neurorrafia término-terminal foi melhor.

Em 1999, Kalliainen et al. relataram em estudo experimental que os musculos
reinervados apos neurorrafia término-lateral apresentaram diminuicdo da massa
muscular e muitas fibras desenervadas, com forga motora e area da secgao
transversal do musculo-alvo semelhante ao grupo no qual a neurorrafia foi término-
terminal.

Al-Qattan (2001) faz uma reviséo realista da evolugdo das pesquisas sobre
neurorrafia latero-terminal que ganharam enorme forga com as pesquisas de Viterbo
em 1992. Dentre as conclusdes, o autor salienta que para lesbes nervosas com
comprometimento motor a neurorrafia latero-terminal deve ser guardada para
quando a neurorrafia término-terminal ndo for possivel. Recomenta a neurorrafia
latero-terminal para lesdes sensitivas e para o tratamento de neuromas, citando
estudo préprio com oito casos clinicos e boa evolugéao.

Lutz et al. (2000) realizaram estudo sobre o nervo doador em ratos, por meio
de neurorrafia do nervo radial (antagonista) e do nervo ulnar (agonista) no nervo
mediano (receptor). Concluiram que a neurorrafia término-lateral alcangou forga
motora de 70% quando comparada a neurorrafia término-terminal. Nervos
antagonistas como doadores oferecem reinervacédo, mas a funcdo € comprometida
por contragao conjunta. Concluiram também que o brotamento de axénios do nervo
doador, provavelmente, ocorre por indugao de fatores neurotroficos provenientes do
coto distal a ele ligado, e em sua maioria produzidos por células de Schwann do coto
distal.
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No entanto, Papalia et al. (2007) apds estudo experimental concluiram que a
recuperacao funcional motora apds neurorrafia término-lateral também pode ser
esperada quando o nervo antagonista € usado como nervo doador.

Em 2001, Cederna et al., em estudos experimentais, constataram
desnervagdo aguda do musculo relacionado ao nervo doador apods neurorrafia
término-lateral. Embora o musculo inervado pelo doador tenha sofrido alteracédo em
sua estrutura ou fungdo (diminuicdo da forca motora) ao longo do tempo (seis
meses), ndo contraindicaram a técnica.

Viterbo e Faleiros (2002) e Viterbo (2003) divulgam os principios e indicagdes
da neurorrafia latero-terminal.

Também em 2002, Zhang e Fisher, confirmaram o brotamento colateral no
nodo de Ranvier, tanto in vivo quanto in vitro e o importante papel das células de
Schwann do nervo receptor na inicializagao deste processo.

Jaberi et al. (2003), em estudo experimental, ndo conseguiram recuperagao
funcional do 6rgao alvo, embora tenham constatado a presencga de fibras nervosas
nas neurorrafias término-laterais.

Hayashi et al. (2004) constataram, através de estudo experimental, que a
regeneragao nervosa na neurorrafia término-lateral ocorre através do brotamento
colateral dos axdnios do nervo doador, embora o mecanismo de brotamento
colateral permanecesse em maior parte desconhecido (Lykissas et al., 2007).

Ozmen et al. (2004), através de estudo experimental, concluiram que a
neurorrafia término-lateral com a introducdo do coto distal no nervo doador tem
melhores resultados funcionais e histomorfométricos quanto a neurorrafia término-
lateral com ou sem a janela epineural.

Papalia et al. 2007 realizaram neurorrafia latero terminal de nervo mediano ao
nervo radial na tentativa de comprovar a reinervagao por nervo antagonista. Os
autores usaram teste funcional (“grasping test”), teste eletrofisiolégico, peso dos
musculos e histologia de nervos (numero de fibras e diametro das fibras). O niumero
de fibras nervosas e didmetro foram menores que no grupo controle. O peso dos
musculos reinervados foi maior que o denervado. Quanto ao teste funcional houve
recuperacao e melhora no desempenho até a 302 semana, correspondendo a 42%
da fungao normal.

Brenner et al. (2007) realizaram estudo em ratos e concluiram que, para

haver regeneragdo de nervos motores, é necessario que o nervo doador seja
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seccionado, ao menos em parte. O grau de lesdo (quanto deve ser seccionado) ndo
foi determinado pelos autores, que sugeriram mais estudos para que o dano seja o
menor possivel.

Yu et al. (2010) concluiram que existe reinervagao funcional com base no
brotamento de axdnios de um nervo doador (ulnar) para um nervo receptor (nervo
musculocutaneo) e que a especificidade de ser um nervo doador motor ou sensitivo
nao € importante. Foi feita neurorrafia latero-terminal do nervo musculocutaneo ao
nervo ulnar. A observagao durou cinco meses. Testes funcionais (“grooming test”)
teste eletrofisiolégico e exames histopatologico de nervos e musculos foram usados
nesse estudo. Concluiram que a reinervacdo do nervo musculocutaneo nio resultou
do brotamento consequente a lesdo axonal do nervo ulnar, mas sim de brotamento
colateral dos axbénios desse nervo, em resposta a estimulos neurotréficos
provenientes do coto distal do nervo musculocutaneo. Concluiram também que a
especificidade motora ou sensitiva para a escolha do tipo de fibra nervosa do nervo
doador nao era importante.

Jaeger et al. (2011) realizaram estudo experimental comparando a neurorrafia
latero-terminal com a neurorrafia término-terminal usando nervo doador com fibras
predominantemente sensitivas ou motoras. Concluiram que nervos doadores
sensitivos para nervos receptores motores na neurorrafia latero-terminal ndo séo
capazes de preservar a massa muscular do musculo-alvo na neurorrafia. O musculo-
alvo foi o musculo gastrocnémio, os testes comparativos foram a massa final e
histologia do musculo gastrocnémio e dos nervos envolvidos no experimento. O
tempo de observagao foi de 16 semanas.

Em 2012, Viterbo et al. compararam trés formas diferentes de neurorrafia
latero-terminal em modelo experimental de rato. Usaram o nervo peroneal como
receptor e o nervo tibial como doador. As trés formas de neurorrafia foram: a forma
classica, na qual se sutura o coto distal do nervo receptor ao nervo doador; forma
na qual a extremidade do coto distai do nervo peroneal foi dividido longitudinalmente
em duas partes e os axbnios foram removidos, resultando em dois retalhos epi-
perineurais, estes retalhos circundaram o nervo tibial e foram fixadas com pontos de
nailon 10.0 e a terceira forma, em que uma sutura foi realizada abragando o nervo
tibial. Nela um unico ponto de nylon 10-0 atravessou o epineuro do nervo fibular,
passou por tras do nervo tibial, voltou e passou na frente deste nervo e depois

atravessou o epineuro do nervo peroneal de novo, como um lago, aproximado da
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extremidade do nervo peroneal. Os autores compararam as trés formas de
neurorrafia latero-terminal através de medidas de massa do musculo tibial cranial e
numero de fibras nervosas do nervo peroneal. Nao encontraram diferencga estatistica
entre as trés formas de neurorrafia, todas mostraram resultados inferiores ao
observado no grupo controle.

Maciel et al. (2013) publicaram estudo sobre o efeito da estimulag&o elétrica
no musculo tibial cranial apdés neurorrafia latero-terminal do nervo fibular em ratos.
Compararam os grupos quanto a massa dos animais; a massa do musculo tibial
cranial (o grupo com eletroestimulagdo apresentou resultado estatisticamente
semelhante ao grupo controle); testes de avaliagdo da marcha através do indice
funcional do nervo fibular (ao final da observacdo apenas o grupo submetido a
eletroestimulagcdo apresentou indices semelhantes ao encontrado no grupo
controle); teste eletrofisiolégico (ndo houve diferenga entre os grupos controle e
experimentais); teste de avaliagdo da forga maxima (o grupo submetido a
eletroestimulacao apresentou resultado semelhante ao grupo controle e melhor que
0 grupo nao submetido a eletroestimulacao); analise morfolégica e morfométrica do
musculo tibial cranial (area, perimetro e didmetro minimo do corte transversal do
musculo: todos os grupos foram superiores ao grupo desnervado e semelhantes
entre si); analise morfolégica dos nervos (area, numero e didmetro minimo de fibras
nervosas, area e espessura da bainha de mielina: apenas na comparacao quanto a
area da fibra nervosa os grupos experimentais foram estatisticamente semelhantes,
nos outros o grupo que recebeu a estimulagéo elétrica foi superior, o grupo controle
sempre foi superior aos demais). Os autores concluiram que a eletroestimulagao foi
eficiente na recuperagao funcional do musculo e do nervo apds a neurorrafia latero-
terminal.

Nesse momento das pesquisas, embora relatos promissores ocorressem em
estudos experimentais, em casos clinicos os resultados ndo eram tao promissores
(Kayikcioglu et al., 2000; Bertelli e Ghizoni, 2003).
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Estudos clinicos

Atualmente muitos autores concordam que a indicagdo da neurorrafia latero-
terminal se da quando a neurorrafia término-terminal nao for possivel, seja pela
distancia entre os cotos, pelo dano ao coto proximal que ndo permita a neurorrafia
ou pela remocéo deste. Assim, as opg¢des seriam o uso de um enxerto de nervo
entre os cotos ou a neurorrafia latero-terminal (Zhao et al.,, 1997; Cederna et al.,
2001).

Em 1993, Viterbo publicou técnica sobre cross-face usando neurorrafia latero-
terminal, ja com aplicag&o clinica.

Viterbo et al. (1994a), estudando a sequela de sensibilidade causada pelo uso
do nervo sural em enxertos nervosos, relataram caso no qual o coto distal do nervo
sural foi suturado na face lateral do nervo fibular superficial. Os autores
demonstraram que a neurorrafia latero-terminal possibilitou o crescimento axonal do
nervo doador para o interior do coto distal do nervo receptor, havendo recuperagao
de estruturas desnervadas e que ndao houve comprometimento do nervo doador ou
das estruturas inervadas por ele.

Ogun et al. (2003) conseguiram bons resultados em trés pacientes com
grandes perdas do nervo mediano, com a interposicdo de enxerto nervoso e
neurorrafia término-lateral. O retorno motor ocorreu em um caso € o sensitivo nos
trés. Os autores consideraram a neurorrafia término-lateral uma alternativa para
casos extremos. Assim como Voche e Ouattara (2005), que realizaram neurorrafia
término-lateral, com janela de epineuro em lesdes nervosas da face palmar de
dedos da mé&o observando recuperacao sensitiva.

Pondaag & Gilbert (2008) realizaram neurorrafia término-lateral em lesbes de
plexo braquial por trauma obstétrico e concluiram que na maioria dos pacientes
houve recuperacio da funcédo, embora limitada.

No entanto, em 2007, Beris et al. realizaram revisao na literatura até aquela
data e publicaram as seguintes conclusdes: embora muitas questbes acerca da
neurorrafia término-lateral permanecam sem resposta, fica claro que esta técnica
pode resultar em sucesso na regeneragdo de axdénios e na reinervagao; que a
reinervagao ocorre por brotamento de axénios vindos do nervo doador, induzidos por
fatores neurotréficos; que a neurorrafia término-lateral pode promover recuperacgao

funcional satisfatéria para o nervo lesado, sem nenhum dano a fung¢do do nervo
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receptor; que o numero limitado de casos clinicos publicados mostrou que a
neurorrafia término-lateral pode ser uma técnica viavel na reparagdo de nervos
periféricos em determinadas situagdes.

Uma revisdo de literatura feita por Pannuci et al. (2007), concluiu que a
indicagao para a neurorrafia término-lateral permanece como segunda opg¢ao, apos
a término-terminal. No entanto, os autores concluiram também que existem
vantagens frente ao uso de enxertos ja que eles eliminam a morbidade associada ao
nervo que doa o enxerto, proporcionam menos suturas e diminuem o tempo de
reinervagdo por encurtar a distdncia de regeneragdo do axdénio. Os autores
concluiram nessa revisdo que os resultados quanto a recuperacdo motora e
sensitiva s&o variaveis e limitados e que normalmente vém com pequena morbidade
do nervo doador. Por fim, sugeriram mais estudos a respeito dos fatores
neurotroficos para avangos em resultados clinicos.

Quanto ao tempo de observacdao na neurorrafia latero-terminal, Hare et al.
(1992) avaliaram a recuperacao funcional em diversas formas de lesdes de nervos
ciatico, tibial e fibular por 52 semanas e concluiram que para as transeccgdes desses
nervos, seguida de neurorrafia término-terminal, o tempo de observacao deve ser de
12 semanas para que se observe a recuperacdo funcional perto do 6timo e,
portanto, a reinervagéo, e que mudanga morfologicas observadas apos este periodo
provavelmente representem neuroregeneracgao inefetiva. O nervo fibular alcangou os
melhores resultados quanto a recuperacao funcional.

Estudos experimentais sobre a neurorrafia latero-terminais tém observado os
animais por periodos de tempo que vao de trés a seis meses (Zhang et al., 1998; Liu
et al., 1999; Al-Qattan, 2000; Cederna et al.; 2001; Yu et al., 2010; Jaeger et al.,
2011).

Em uma metanadlise, avaliou-se 44 estudos sobre regeneragdo nervosa
periférica usando células-tronco. Desses 44 artigos, 27 artigos usaram células tronco
derivadas da medula 6ssea, sete artigos usaram células tronco derivadas do tecido
adiposo e os demais artigos usaram células tronco de diversas origens. Os autores
concluiram que houve confirmacao da sobrevivéncia das células por pelo menos trés
meses depois de implantadas. O tempo de observagao desses estudos foi de cinco
semanas até um ano, a maioria dos estudos se prolongou de trés a seis meses.

Portanto, ndo ha na literatura um consenso sobre o tempo de seguimento em

estudos envolvendo células-tronco (Hundepool et al., 2014).
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Enxerto de nervos

Embora a sutura em lesdes de nervos seja a técnica que traz os melhores
resultados clinicos, os enxertos de nervos sao, na maioria dos estudos, a opgao
quando o reparo primario nao pode ser feito sem a utilizagdo de tensdo excessiva
(Lundborg e Sweden, 2000; Braga-Silva et al., 2006; Chen et al., 2006; Siemionow e
Sonmez, 2007; Piskin et al., 2008; Palhares et al., 2009; Jiao et al., 2009; Hundepool
et al., 2014).

Os autores divergem quanto a dimensao de defeito a partir da qual o enxerto
deve ser indicado. Hall (1997) indica enxerto de nervo em defeitos a partir de 20mm,
baseado em estudo experimental, enquanto Somazz (1994) indica apenas para
lesdes acima de 30mm de distancia entre os cotos proximais e distais. No entanto,
sao relatados resultados ruins para defeitos acima de 15mm, quando nao se

interpde enxertos entre os cotos (Lundborg, 1982).

Neurotizagao

A neurotizagao, lato sensu, € sinbnimo de reinervacao de um musculo ou de
um territorio sensitivo. A neurotizagcdo pode ser ao acaso, musculo-muscular, neural,
neuromuscular ou musculo-neuro-muscular (Giordani et al., 2009; Urbanchek et al.,
2004).

A reinervacdo ao acaso se da quando o musculo em processo de
degeneragao encontra um nervo integro e dele emergem fibras nervosas que sao
atraidas pelo musculo paralisado. Ja a neurotizagdo musculo-muscular ocorre de
forma esponténea, através do crescimento axonal de nervos de outro musculo sadio
em contato com o musculo desnervado.

A neurotizagdo pode ser feita pela aproximagcdo do coto proximal do nervo
doador com o nervo lesado, diretamente ou por meio de um enxerto. Existe a
possibilidade de ndo se seccionar o nervo doador, e o coto do nervo lesado ser
implantado de forma término-lateral ao nervo doador, é a neurotizagao neural.

Na neurotizagdo neuromuscular, o coto proximal de um nervo sadio é

implantado na intimidade de um musculo desnervado, usando um enxerto de nervo
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ou nao. Existe ainda a neurotizagdo musculo-neuro-muscular, na qual um enxerto de
nervo comunica um musculo “sadio” com um musculo que esta paralisado.

Na neurotizagdo, um nervo pode ser implantado em um musculo, mesmo em
uma zona aneural, pois a sensibilidade a acetilcolina esta preservada em todo o
musculo. Em um musculo normalmente inervado essa sensibilidade esta confinada
nas placas motoras (Brunelli et al., 1990).

Tém sido relatados casos clinicos de sucesso que encorajam O uso das
neurotizagdes diretas para recuperacao de paralisias periféricas (Brunelli e Brunelli,
1993; Mackinnon et al., 1993).

Swanson et al. (2008), comparando a neurotizagdo com a neurorrafia término-
terminal em ratos, demonstraram que a neurotizagdo € capaz de reinervar (de novo)
musculos cronicamente desnervados. Os resultados obtidos ndo permitiram
constatar a hipotese dos autores que era a de superioridade da neurotizagao a
neurorrafia quanto a recuperagao funcional em musculos cronicamente
desnervados. No entanto, quanto mais prolongada a desnervagao, menor a
diferenga entre os resultados das duas técnicas, sugerindo que a neurotizagao
possa ser uma boa alternativa cirurgica nas desnervagdes prolongadas.

Vasconcelos et al. (2007) apresentaram estudo funcional em 20 casos de
paralisia do plexo braquial acometendo as raizes C5, C6 e C7 tratadas pela
neurotizagao dos fasciculos do nervo musculo-cutdneo que inervam o musculo
biceps braquial por fasciculos do nervo ulnar para a recuperagao da flexao do
cotovelo (técnica de Oberlin), confirmando tal técnica como de escolha para o
tratamento cirurgico das paralisias altas do plexo braquial.

Verkis et al. (2010) relataram o tratamento de 43 pacientes com lesdo de
plexo braquial envolvendo as raizes C5 e C6. A reconstru¢ao da fungao do ombro foi
feita com a neurotizacdo do nervo supraescapular em 41 pacientes e a neurotizagao
do nervo axilar em 25 pacientes. Os autores concluiram que a reanimag¢ao do ombro
deve ser prioridade nas lesdes de plexo braquial e que a neurotizagdo do nervo
supraescapular e a do nervo axilar, se possivel, oferecem os melhores resultados.

Terzis e Karypidis (2010) apresentaram revisdo de 95 casos de pacientes
portadores de paralisia facial, submetidos a procedimentos dindmicos para a
restauracdo do “piscar”. Os pacientes foram divididos em dois grupos. Nos 75
pacientes do grupo A foram realizados procedimentos de transferéncia de nervos,

incluindo enxertos transfaciais e neurotizagdo direta do musculo orbicular. No grupo
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B, vinte pacientes foram submetidos a substituigdo do esfincter orbicular, incluindo
procedimentos usando o musculo frontal pediculado, transferéncia do musculo
temporal, interposicdo do musculo platisma, occipital, gracil, extensor curto dos
dedos ou do adutor longo microcirurgicos. O tempo de desnervacgao variou de sete
meses a 42,12 anos. A melhora no “piscar” foi notada em todos os pacientes. Os
resultados foram melhores no grupo A, que incluia neurotizagdo direta do musculo

orbicular.

Condutores e tubos na regeneragao nervosa

Fullerton (1915) atribui a si a primeira descrigdo do uso de veias para tubulizar
suturas de nervos periféricos, desenvolvida durante sua experiéncia em cuidar de
ferimentos na primeira guerra, que acontecia naquele momento. O autor descreve o
meétodo no qual protege a sutura dos cotos de um nervo lesado com um segmento
de veia, no intuito de fornecer um meio asséptico, permitir o afrontamento dos cotos,
orientar o crescimento do nervo e impedir a invasdo de tecido cicatricial. Segundo
Lundborg e Sweden (2000), o primeiro experimento usando tubos como ponte entre
dois cotos nervosos foi em 1979.

Em 1982, Lundborg, estudando a interposicdo de tubos condutores de
silicone em defeitos de 6 a 15mm, encontraram bons resultados para os defeitos de
6 mm, mas ndo observaram regeneracao para defeitos de 15mm. A ideia era
favorecer o acumulo de fatores neurotréficos dentro de um espaco limitado contendo
os cotos seccionados. A implantagdo do tubo proporcionaria a regeneragao do
nervo, com resultados melhores quanto menor fosse o defeito. Para defeitos de 10 a
15mm a regeneracdo € normalmente nenhuma ou muito pobre. O tubo é
rapidamente invadido por fibrina, que por sua vez é invadida por capilares e células
vindas de ambos os cotos, esta matriz serve para o crescimento do axénio proximal,
fibronectina e laminina sdo encontradas precocemente, além de fatores
neurotroéficos. De forma geral, o tubo € usado como alternativa a sutura e ao uso de
um enxerto de nervo, para aqueles defeitos menores que 5mm.

Alguns materiais sintéticos e biolégicos tém sido explorados a fim de conduzir
a regeneragado nervosa, apenas conformando um tubo entre os cotos nervosos

lesados, ou usando este tubo para abrigar enxertos de nervos e uma grande
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quantidade de substancias, células e tecidos, na esperanca de que estes materiais
possam promover a regeneragao nervosa através deste tubo. Desvantagens no uso
de material sintético tém sido reportadas, como a ocorréncia de fibrose e
compressao nervosa, assim tubos absorviveis tém sido desenvolvidos (Piskin,
2008).

Tubos condutores absorviveis entre cotos nervosos tém sido confeccionados
com muitos materiais, como os tubos a base de celulose e cola de fibrina (Pan et al.,
2006) ou a base de acido glicolico e colageno (Waiatayawinyu et al., 2007). Neste
ultimo estudo, os autores concluiram que condutores constituidos de colageno tém
resultados comparaveis ao enxerto autdélogo de nervo, que por sua vez tém
resultados superiores ao condutor de acido glicdlico.

Lopes et al. (2006) descrevem o uso de um tubo guia a base de colageno
absorvivel para o reparo de um defeito de nervo ciatico em ratos. A grande
vantagem de um material absorvivel é o fato de ndo ser necessaria nova intervencao
para a remocgao deste tubo e os inconvenientes que esse procedimento possa
causar.

Veias também tém sido usadas para a conducdo da reinervagao periférica
com bons resultados, alguns reportam bons resultados para defeitos menores que
30mm (Chiu, 1999), outros tém obtido bons resultados para defeitos maiores que
30mm (Tang, 1995).

Waitayawinyu et al. (2007) removeram um segmento de 10mm do nervo
ciatico de 45 ratos Sprague-Dawley. Foram utilizadas trés formas de reconstru¢ao do
defeito do nervo: um condutor de colageno tipo |, um condutor de acido poli glicélico
(PGA), e na terceira forma os segmentos excisados foram reenxertados de forma
autéloga. As pernas contralaterais foram usadas como controles ndo operados.
Apods 15 semanas, a regeneracao do nervo foi medida pela capacidade de contragéo
do musculo alvo, contagem de axénios, peso e histologia dos musculos-alvo.
Diferencas estatisticamente significantes na for¢ca de contragdo muscular isométrica,
contagem de axbénios e pesos musculares foram encontrados entre 0 grupo com
condutor de colageno tipo | em relagdo ao grupo que usou condutor de PGA. Os
axbénios eram menos organizados e menos densos nos condutores de PGA quando
comparados a reconstrucdo de nervos com o colageno tipo | e com enxertos de

nervos. O condutor de colageno tipo | e autoenxertos produziram resultados
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comparaveis, que foram significativamente melhor do que os resultados do grupo
que usou PGA.

Além das indicagdes iniciais descritas acima, os tubos também se tornaram
mecanismos para a concentracao de fatores neurotréficos a serem estudados na

regeneragao de nervos periféricos.

1.4 Fatores Neurotréficos

Segundo Johnson et al. (2008), fatores neurotréficos sdo uma familia de
polipeptidios necessarios para a sobrevivéncia de uma populagdo neuronal
determinada, estdo relacionados com o desenvolvimento, manutengdo e
regeneracao destas células. Em estados normais, estes fatores sédo principalmente
sintetizados pelo tecido-alvo e usados para a viabilidade do corpo celular da célula
nervosa. Apos uma lesdo nervosa, estes fatores sdo sintetizados por células nao
neuronais (células de Schwann e fibroblastos) no tronco nervoso e agem no suporte
do crescimento do axénio. Estes fatores podem ser classificados em trés grandes
grupos.

O primeiro é o das neurotrofinas, que incluem: fator de crescimento de nervo
(NGF), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3),
neurotrofina 3/4 (NT3/4) e neurotrofina 6 (NT-6). O segundo é o das neuroquinas,
que englobam: fator inibidor de leucemia (LIF) e fator neurotréfico ciliar (CNTFs). E o
terceiro, é a superfamilia de fator de crescimento transformador g (TGF- 3: TGF-1,
TGF- B2, TGF- B3) e fator neurotréfico derivado de células da glia (GDNF). Neste
estudo, as fungdes de cada um foram relacionadas a prevencao da degeneracao
apo6s uma lesao ou promovendo a regeneragao.

Lundborg et al. (1986) realizaram experimento em defeito de nervo periférico
em ratos, colocando um tubo de silicone em Y no coto proximal, um dos bragos do Y
foi preenchido com enxerto de nervo e o outro com enxerto de tendao. Os
pesquisadores observaram que houve migracdo de axdnios apenas para o brago
com enxerto de nervo. Este estudo aponta para a influéncia do meio no crescimento
do axbnio, neste experimento os autores sugeriram a producdao de fatores

neurotroéficos pelas células de Schwann do tecido nervoso.
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Matsumoto et al. (1999) demonstraram reinervagdo em modelo experimental
com neurorrafia término-lateral, sem lesdo do nervo doador, usando um tubo de
silicone em Y. Demonstraram, principalmente, que as células de Schwann presentes
no segmento distal produziram uma variedade de fatores humorais que interferiram
no brotamento axonal. Alguns destes fatores que haviam sido produzidos pelas
células de Schwann migraram para o epineuro e foram transplantados por difusao
para o perineuro. Assim eles teriam provocado o brotamento de axdnios a partir do
nodo de Ranvier mais préximo da lesao nervosa periférica. Segundo os autores, o
passo crucial para o brotamento foi a invasao das células de Schwann para o
epineuro do nervo doador.

Lundborg e Sweden (2000), em artigo de revisao, demonstraram que a morte
de células no ganglio da raiz dorsal vista apds a transecgao de um nervo periférico
podia ser substancialmente diminuida, em numero de células, através da aplicacao
de fator de crescimento de nervo no local da lesdo. Os autores também
demonstraram que, do ponto de vista clinico, estes fatores neurotréficos teriam
enorme importancia na evolugdo das lesdes de nervos periféricos, embora nao
soubessem ainda qual seria a melhor via, dose ou mecanismo de acdo destes
fatores.

ApOs uma lesdo nervosa, sabe-se que, nos estagios iniciais, uma grande
quantidade de fatores relacionados a regeneragao nervosa infiltra a area da lesao,
vinda dos dois cotos e formando um fluido composto de plasma, fluido intraneural,
axoplasma e outros componentes celulares. Uma grande quantidade de fatores
ativadores como o fator de crescimento de nervos (nerve Growth factor - NGF), o
fator neurotréfico ciliar (Ciliary neurotrophic factor — CNTF), o fator de crescimento
de fibroblasto (Fibroblastic growth factor — FGF) e o fator neurotréfico derivado do
cérebro, entre outros, podem ser extraidos deste fluido, desempenhando papel de
indugdo e nutricdo da regeneragéo das fibras nervosas. Talvez o entendimento da
influéncia deste microambiente na diferenciacdo das células-tronco em células de
Schwann possa permitir o uso destes agentes indutores como estimulo para a
diferenciagao (Lundborg e Sweden, 2000; Chen et al. 2006).

Segundo Lago et al. (2009), ap6s a lesdo de um nervo periférico, o sistema
nervoso adulto responde aumentando a disponibilidade de fatores neurotréficos e
estimulando o crescimento axonal. A adicdo exdgena destes fatores neurotréficos

pode aumentar a resposta regenerativa e prevenir a perda de neurdnios,
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especialmente quando os axbénios nao tém como manter a continuidade ou contato.
A partir disso, tem-se sugerido que uma combinac¢ao de fatores neurotréficos possa
potencializar a regeneragcdo nervosa, mais do que quando um fator é usado
isoladamente.

As células de Schwann desempenham papel importante durante a
degeneragdo walleriana, produzindo e secretando uma variedade de fatores
neurotréficos além de secretar componentes da matriz extracelular e lamina basal
por onde os axdnios em regeneragao caminham em diregdo ao coto distal. Uma das
razdes para a falha na regeneragao nervosa que cronificou € a inabilidade da célula
de Schwann de sustentar o trofismo e a interacdo com os axdnios em crescimento.

Segundo Chen et al. (2007), as células-tronco transplantadas para um tecido
em regeneragdo podem ter a habilidade de se diferenciar e se integrar ao tecido
local e agir como uma célula-tronco progenitora ou induzir atividade enddgena
regenerativa, evocando a produgéo de fatores troficos e ou substancias de suporte.
Entre estes fatores, o fator neurotréfico e as proteinas da matriz extracelular tém um
papel importante na sobrevivéncia e na proliferagcdo de axbnios e células de
Schwann.

Também em 2007, Lykissas et al., avaliaram o efeito da eritropoetina
administrada sistemicamente na regeneragcdo nervosa periférica através da
neurorrafia término-lateral. Sabe-se que a eritropoetina € uma glicoproteina que
exerce efeito neuroprotetor, efeito esse multifuncional, com acéo direta e indireta
sobre os nervos. Além disso, ela protege da hipoxia e diminui a reagao inflamatoria
local, além de efeito antiapoptético por mecanismo ndo esclarecido. Os autores
concluiram que a eritropoetina estimulou a regeneracdo nervosa nas primeiras
semanas apenas e que estudos acerca da via de administracdo e dose precisariam
ser esclarecidos, a fim de promover a manutencao do efeito.

Piskin et al. (2008) avaliaram o efeito de regeneragao do gel de plaquetas
interposto entre cotos secionados de nervo ciatico em ratos. O defeito entre os cotos
foi de um centimetro. Seccionou-se um centimetro do nervo ciatico e a reconstrugao
microcirurgica foi feita usando-se um tubo de silicone interposto entre os cotos. O
tubo de silicone foi preenchido com o gel de plaguetas em um dos grupos
experimentais. O intuito foi testar os possiveis efeitos regenerativos a partir dos
fatores de crescimento existentes em granulos das plaquetas: fator de crescimento

derivado de plaquetas, Interleucinas, fator angiogénico derivado de plaquetas, fator
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de crescimento endotelial derivado de plaquetas, fator de plaquetas quatro e fator
transformador de plaquetas. Os autores concluiram que o gel de plaquetas n&o
ofereceu vantagens quanto a regeneragao nervosa.

Chunzhen et al. (2008), em experimento de secg¢ao de nervo ciatico em ratos,
usaram cola de fibrina associada ao fator de crescimento de nervo e encontraram
melhores resultados eletrofisiologicos, morfométricos e funcionais quando
empregaram a cola de fibrina e o fator de crescimento comparados aos grupos que
empregaram apenas um ou nenhum deles.

Segundo Lykissas et al. (2007), varios fatores de crescimento tém promovido
a regeneracao de nervos e tém sido bem documentados em diferentes modelos de
lesdo nervosa periférica e central. Entretanto, os fatores que estimulam a
reinervacao colateral estdo relacionados em uma pequena lista de referéncias na
literatura e os autores citam apenas dois estudos: Caroni and Gramdes (1990) e
Liuzzi e Tedeschi (1991), nenhum deles relacionado a células-tronco.

Os fatores de crescimento da cola de fibrina foram estudados por Nunes et
al., (2012) que concluiram que o reparo nervoso término-lateral mostrou o mesmo
padrdao de recuperagao, independentemente do tipo de reparo utilizado,
evidenciando que a adicao de fator de crescimento nervoso na cola de fibrina nao foi

suficiente para a potencializagao dos resultados.

1.5 Engenharia de tecidos e células-tronco

Segundo Piskins et al. (2008), embora a despeito da continua introducao de
novas técnicas microcirurgicas baseadas em estudos cientificos, o reparo de nervos
periféricos € ainda uma das tarefas mais desafiadoras na microcirurgia, dado que a
resposta funcional é raramente satisfatoria. E para Mackinnon (1989) & improvavel
que ocorram melhores resultados clinicos através de refinamentos de técnica da
microcirurgia apenas. Desde entdo se tém visto inumeros estudos associando
fatores externos na complementagao do tratamento cirurgico.

Com a emergéncia da engenharia de tecidos tém-se estudado a implantagao
de nervos artificiais para a reparacdo de defeitos em nervos periféricos. Como as
células de Schwann sao as células funcionais e estruturais primarias que

desempenham papel crucial no processo de regeneragao de nervo periférico, elas
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se tornaram as células mais importantes e comumente usadas na engenharia de
tecidos visando a regeneragao de nervos periféricos (Chen et al., 2006; Braga-Silva
et al. 2006; Arino et al., 2008).

Células-tronco

Logo apdés a fecundagdo surge uma célula ovo totipotente, mas muito
precocemente na fase de embrido as células vdo se multiplicando e adquirindo
caracteristicas especializadas e assim restringindo a capacidade de diferenciagao,
surgem trés folhetos germinativos de onde derivam os tecidos que formarao o ser
humano. Na maioria dos tecidos existem células de reserva que podem multiplicar-
se e diferenciar-se naquele tecido a que pertencem e ainda manter uma reserva de
células indiferenciadas (células-tronco), elas mantém a integridade do tecido a que
pertencem e reparam este tecido quando lesado (Zago, 2006).

Basicamente, as células-tronco apresentam trés caracteristicas: séao
indiferenciadas e néo especializadas, podem multiplicar-se por longos periodos,
mantendo-se indiferenciadas e sdo capazes de diferenciar-se em células
especializadas de um tecido especifico. As células-tronco podem ser totipotentes
(presentes no zigoto) podendo se diferenciar em qualquer tecido humano, incluindo
placenta e membranas embrionarias; podem ser plutipotentes (presentes no
blastocisto) quando tém a capacidade de se diferenciar em células dos trés folhetos
germinativos, ectoderma, mesoderma e endoderma; multipotentes quando podem
se diferenciar em varios tecidos de um mesmo folheto germinativo; oligopotentes
quando se diferenciam em poucas células de um mesmo folheto germinativo e
unipotentes quando podem se diferenciar em apenas um unico tipo de células de
um mesmo folheto embrionario. As células unipotentes diferenciam-se apenas em
células no tecido de origem.

Hoje se acredita que praticamente todos os tecidos tém células-tronco, como
a pele, mucosa intestinal, epitélio olfativo, cérebro, figado, gordura, cérnea, retina,
polpa dentéria, pulmdes, musculos esqueléticos e cardiacos. Essas células-tronco
sao acionadas quando ha uma lesao tecidual ou remodelagao deste tecido. Algumas
sao muito ativas como as do sangue e outras muito menos como as cerebrais.

Apesar disso, a presenca de células-tronco em um tecido ndo garante que este
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tecido seja reparado frente a um dano (Korbling e Estrov, 2003; Martins e Siqueira,
2005; Oliveira et al., 2006, Zago, 2006; Yarak e Okamoto; 2010).

Células-tronco embrionarias e adultas

Segundo Oliveira et al. (2006), quando se considera somente células
totipotentes, as células-tronco embrionarias sado as unicas a apresentar tal
caracteristica.

Embora seja fonte de esperancga e de cura de diversas doengas, a utilizagéo
de células-tronco embrionarias humanas é assunto que suscita enorme polémica,
dificultando a condug¢do de estudos, principalmente pelas questdes bioéticas e
religiosas, pois a obtengdo destas células requer a destruicdo de um embrido de
cinco dias, constituido pelo aglomerado de 100 a 200 células (Martins e Siqueira,
2005; Oliveira et al. 2006).

Além das células-tronco embrionarias, aquelas advindas do embrido, existem
as células-tronco adultas, presentes em todos os seres humanos, na pele, no
intestino, na medula éssea, no figado, no pancreas, no musculo esquelético, no
tecido adiposo, no tecido nervoso e no sangue do corddo umbilical (Martins e
Siqueira, 2005; Oliveira et al., 2006).

Segundo Martins e Siqueira (2005), ndo seria possivel garantir que a
capacidade de diferenciagdo das células-tronco adultas seja comparavel a das
células-tronco embrionarias. As células-tronco adultas ou somaticas séo
oligopotentes, embora algumas pesquisas apontem a possibilidade de algumas
células-tronco adultas provenientes da medula 6ssea possuirem a capacidade de
transdiferenciagdo (processo no qual uma célula de uma linhagem particular &
convertida em uma célula de outra linhagem).

Sabe-se hoje que a incompatibilidade de células-tronco embrionarias € menor
que a encontrada nas células-tronco adultas. Sabe-se também que mecanismos de
engenharia genética podem diminuir a incompatibilidade, como a técnica de
clonagem terapéutica, na qual se insere o nucleo de uma célula somatica do
paciente em um 6vulo doador e este € estimulado para a divisdo celular e as células
no novo blastocisto seriam usadas pelo paciente (Martins e Siqueira, 2005; Oliveira
et al., 2006).
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Como as células-tronco embrionarias ainda permanecem fonte pouco ou néo
acessivel para estudos, e principalmente, para terapéutica, a atencéo se volta para o
uso de células-tronco adultas autdlogas, que tém a vantagem de ser obtidas por
meétodo pouco invasivo, sao autdlogas e possuem caracteristicas promissoras para a
maioria dos casos de lesdes nervosas (Walsh e Midha, 2009).

As células-tronco adultas retiradas da medula 6ssea sido de especial interesse
pelas propriedades que estas células tém de circular no sangue periférico e se
dirigirem para tecidos lesados tanto no contexto das doengas hematoldgicas quanto
das ndo hematoldgicas. Além disso, destaca-se a capacidade de diferenciarem-se
em ceélulas neurais, cardiomiocitos, hepatdcitos e outras (Korbling & Estrov, 2003).

Segundo revisao feita por Chen et al. (2007), as células-tronco derivadas da
medula éssea expressam potencial de diferenciagdo em osteoblastos, cartilagem,
0sso, células musculares, endotélio, células do musculo cardiaco, hepatdcitos e
células da ectoderme in vitro e in vivo. Em estudo proprio, os autores conseguiram a
diferenciacao de células mesenquimais removidas da medula éssea em células tipo
fibroblastos que foram usadas na regeneragdo nervosa periférica trazendo
vantagens sobre o grupo controle.

Portanto controvérsias e restricobes sobre o uso de células-tronco
embrionarias associadas ao potencial de tumorigenicidade e duvidas sobre a
imunocompatibilidade tém restringido o uso das células-tronco embrionarias
(Salibian et al., 2013).

Células-tronco mesenquimais

Em 1966, Alexandre Friedenstein identificou as células formadoras de
colénias fibroblasticas, hoje denominadas células-tronco mesenquimais (CTMs). O
autor descobriu que na medula 6ssea as células-tronco mesenquimais constituem
uma pequena populagao celular, de células-tronco multipotenciais, cerca de 0,001 a
0,01% de todas as células nucleadas medulares.

Trata-se de um conjunto de células-tronco distintas das células-tronco
hematopoiéticas e das células-tronco endoteliais. Elas podem ser isoladas,
expandidas e induzidas a se diferenciar em multiplas linhagens em condi¢des de

cultura especificas, o grande interesse nessas células se deve ao seu potencial de
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uso na regeneracéo de tecidos lesados com promissores estudos no tratamento da
osteogénese imperfeita, doengas cardiacas e erros inatos do metabolismo (Covas,
2006).

As células-tronco mesenquimais s&o um tipo especial de células-tronco
adultas ou somaticas com caracteristicas especiais: a) sdo de facil obtencao, b)
podem ser obtidas do préprio paciente, c) podem ser obtidas de numero de células
adequado para transplante, devido a alta capacidade de proliferagao celular in vitro,
d) terem capacidade multipotente de diferenciacdo celular, e) serem de facil
manipulagéo no laboratério, f) serem pouco imunogénicas e g) possuirem habilidade
de integragcdo com o tecido circunjacente (Yarak e Okamoto, 2010).

Embora as células-tronco mesenquimais da medula Ossea sejam
multipotentes e assim restritas a linhagem a que pertencem, existe a possibilidade
de reprogramacao dessas células-tronco para que possam se tornar pluripotentes
como através da introducao de fatores exdgenos de transcri¢do por vetores virais ou
através da manipulagdo “ex vivo” dessas células. Esses processos nos levam a
preocupacgdes a respeito da estabilidade dessas células bem como da possibilidade
de aberragcdes cromossdmicas o que impede seu uso nas pesquisas com humanos
atualmente (Salibian et al., 2013).

O isolamento destas células inicialmente se faz pela separacdo das células
mononucleares seguida pelo plaqueteamento destas células. Em cultura, as células-
tronco mesenquimais apresentam uma morfologia fibroblastoide, sdo aderentes a
placa de cultura e sdo capazes de se propagar por mais de 15 passagens. A
confluéncia é atingida em cerca de 10 a 15 dias de cultura. As células ndo aderentes
sao excluidas, resultando em cultura homogénea (Covas, 2006).

A caracteristica fundamental das CTMs é a capacidade de se diferenciarem
em 0sso, cartilagem e gordura. A diferenciagdo neural das CTMs ja foi demonstrada
assim com a diferenciacdo em células vasculares e miécitos, além de células com
fendtipo endotelial, cardiomidcitos e células musculares lisas em condigdes
especificas. As células-tronco mesenquimais foram encontradas no sangue do
corddo umbilical, da veia safena, na parede de artérias, no figado e no pancreas
fetais, na placenta, no tecido adiposo e na polpa dentaria (Covas, 2006). Ja, as
células-tronco derivadas do tecido adiposo foram identificadas como células-tronco
mesenquimais da gordura por Zuk et al. (2001), e desde entdo tém sido fonte de

muito interesse na medicina regenerativa e engenharia de tecido.
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Existem muitos termos para células-tronco derivadas do tecido adiposo como
pré-adipdcitos, células estromais derivadas do tecido adiposo, células processadas
do lipoaspirado, células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo e células-
tronco adultas derivadas do tecido adiposo (Tsuiji et al., 2014).

A caracterizacado das células-tronco mesenquimais pode ser feita baseando-
se na sua capacidade de se diferenciar em tecido 6sseo, cartilaginoso e adiposo e
também por meio da caracterizagdo através de diversos marcadores
imunofenotipicos como CD49b, CD49c, CD58, CD54, CD102, CD50, CD106,
CD166, CD44, CD13, CD71, CD90, CD105, CD73, CD123, CD127, CD120a e
CD120b (com expressao positiva) e os marcadores CD49d, CD11a, CD62E, CD62P,
CDe2L, CD31, CD80, CD86, CD34, CD14, CD45 e CD25 (com expressao negativa).
Nenhum desses anticorpos € especifico para células-tronco mesenquimais. No
entanto, embora ndo existam anticorpos exclusivos para as CTMs, a analise com um
conjunto de anticorpos mais expressos nestas células permite determinar um perfil
imunofenotipico das CTMs (Gratama et al, 1998; Covas, 2006).

Um comité internacional propés em 2006 critérios minimos para a
caracterizagdo das células-tronco mesenquimais dado o grande interesse no
potencial regenerativo dessas células e o grande numero de estudos nao
padronizados usando essas células. O “Mesenchymal and Tissue Stem Cell
Committee of the International Society for Cellular Therapy” propds critérios minimos
para a definicdo de células-tronco mesenquimais humanas.

Primeiro as células-tronco mesenquimais devem ser aderentes ao plastico
quando mantidas em condigdes padréo para cultura. Segundo, devem expressar 0s
antigenos CD105, CD73 e CD90 e nao devem expressar os antigenos CD45, CD34,
CD14 ou CD11b, CD79 alpha ou CD19 e moléculas de superficie HLA-DR. Terceiro
devem ter a capacidade de se diferenciar em osteoblastos, adipécitos e condrdcitos
quando “in vitro”. Os autores ressaltam que esses critérios provavelmente devam
sofrer modificagcbes com os novos conhecimentos, mas podem auxiliar na troca de
informacdes entre os diversos pesquisadores quanto ao uso de células-tronco
mesenquimais, permitindo a comparacao dos diversos resultados. Outra opgao seria
a demonstracéo da expressao génica das células (Dominici et al., 2006).

Yarak e Okamoto (2010) também destacam a importancia da caracterizacao
das células-tronco por meio da citometria de fluxo e listam os seguintes marcadores
positivos para a identificacdo dessas células: CD90, CD10, CD13, CD29, CD44,
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CD49, CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166, HLA1,
fibronectina, endomucina, asma, vimentina, colageno-1. Como expressao negativa:
CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD79 ALFA, CD80, CD117, CD133,
CD144, HLA-DR, c-Kit, MyD88, STRO-1, LIN, HLAIIl. No entanto, em revisdo sobre o
assunto, concluem que é necessario o desenvolvimento do conhecimento sobre os
mecanismos que regulam a biologia das células-tronco mesenquimais derivadas da
gordura para que se possa aperfeicoar e padronizar as técnicas laboratoriais de
isolamento, caracterizagdo e manipulagdo dessas células, para que ao final possa
apoiar terapia de maior eficiéncia.

As células-tronco mesenquimais removidas da medula éssea e da gordura
tém sido fonte dos estudos mais atuais. Karpov et al. (2013) compararam as células-
tronco mesenquimais removidas da gordura e da medula 6ssea implantadas em
uma area de isquemia aguda do miocardio, concluindo que as células-tronco
removidas da medula éssea melhoraram a fungdo do ventriculo esquerdo e
reduziram o tamanho da lesdo cardiaca cicatricial apés um infarto agudo do
miocardio.

Tapp et al., 2008 concluiram, em outro estudo experimental, que as células-
tronco mesenquimais removidas do tecido adiposo tém potencial na terapia para

degeneragao discal da coluna vertebral.

1.6 Células-tronco na regeneragao de nervos

A utilizagdo de células-tronco nas lesbes traumaticas de nervos tem como
objetivo substituir ou regenerar um tipo de célula ou tecido que foi lesado ou perdido,
ou ainda usar uma linhagem especifica de células-tronco indiferenciada que produza
fatores neurotrdéficos, tornando a regeneragao mais eficiente.

No entanto, algumas importantes questdes como: qual o melhor tipo de
células-tronco a ser utilizado, por quanto tempo os efeitos duram, qual o risco de
uma célula-tronco utilizada de forma terapéutica originar um tumor, se € necessaria
a repeticao da oferta dessas células no mesmo paciente e qual a melhor forma de
depositar ou garantir a permanéncia destas células no local da lesdo ainda nao
estao respondidas.
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Para o uso terapéutico das células-tronco em lesdes nervosas, € preciso que
as células sejam oferecidas de forma eficiente a area receptora, diferenciando-se de
forma adequada, que sobrevivam, e, no caso de regeneracdo de neurdnios, que
promovam o crescimento de axénios.

Segundo Martins & Siqueira (2005), quanto a forma de incorporagdo das
células-tronco pelo nervo lesado:

a) células-tronco locais poderiam ser induzidas a diferenciacdo, embora haja
pouca evidéncia da existéncia de células-tronco em nervos humanos,

b) células-tronco adultas provenientes da medula que seriam estimuladas a
migrar para o local da lesdo. Nesse caso, a enorme vantagem seria a nao
manipulacdo do local afetado. Nao ha ainda estudos, nem mesmo experimentais
que confirmem esta possibilidade para lesdes em nervos.

c) as células-tronco poderiam ser oferecidas diretamente na area lesada. Esta
oferta poderia ser por via liquérica, sanguinea ou pela deposi¢céo direta de células-
tronco no local do nervo lesado, incorporagdo no interior de condutores e a adigao
dessas células a cola biologica.

Segundo Martins e Siqueira (2005), ha subtipos de células-tronco e a escolha
do melhor tipo de célula-tronco para diferenciar-se em neurdnio ou células
produtoras de mielina ainda é uma fase ndo vencida das pesquisas.

As células-tronco derivadas de medula 6ssea tém sido fonte de pesquisa da
maioria dos estudos que visam a regeneracdo em lesdes nervosas (Martins e
Siqueira, 2005; Braga-Silva et al., 2006; Lopes et al., 2006; Chen et al., 2006; Chen
et al., 2007; Colomé et al., 2008; Walsh e Midha, 2009).

Através de modelo experimental com avulsdo de raizes dorsais em ratos,
Ohta et al. (2004) demonstraram ser possivel a oferta de células-tronco neurais no
liquor (quarto ventriculo) e sua integragdo na area da lesdo de raizes dorsais. Os
pesquisadores demonstraram que houve efeito benéfico na regeneragdo nervosa
através da indugao de continuidade de células de Schwann e astrocitos na zona de
transicao da lesdo. Este estudo abre uma enorme perspectiva para pacientes com
lesdes graves, como as de plexo braquial. A infusdo sanguinea a partir de
arteriografia seletiva € também um meio que vem sendo estudado, inclusive em
pacientes humanos portadores de lesbes medulares irreversiveis, a dificuldade

muitas vezes € a cateterizagcao de vasos tao finos.
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Segundo Martins e Siqueira, (2005) o crescimento de axénios de células-
tronco embrionarias diferenciadas em neurdnios foi possivel apenas in vitro, em
experimentos ha inibigcdo da regeneragao axonal por agcéo de inibidores da mielina a
partir do sistema nervoso central. Talvez o proximo passo seja diminuir a inibigdo do
crescimento axonal.

Pan et al. (2006) avaliaram o potencial de células-tronco mesenquimais do
liquido amnidtico na regeneragdo de nervos periféricos de ratos. Células tronco
mesenquimais derivadas do liquido amnidtico foram usadas para promover a
regeneracao de defeitos de 5 mm de nervos ciaticos em ratos. Foram usadas na
proporgao de 10° células/ml, injetou-se 50 uyl em 100 pl de cola de fibrina dentro de
tubo de celulose. Concluiram que a influéncia foi positiva, que houve vantagens no
crescimento do nervo lesado através do defeito realizado no experimento. No
entanto, segundo os autores, o mecanismo pode ter sido por efeito neurotréfico ou
por interacdo das células implantadas com as células de Schwann.

No Brasil, Lopes et al. (2006), estudaram a influéncia de células-tronco
removidas da medula 6ssea na regeneracao nervosa periférica em ratos, através do
uso de um tubo de colageno absorvivel preenchido com células do estroma da
medula éssea. Usaram células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
cultivadas, isoladas e implantadas na proporcdao de 1X10° células por animal,
colocadas nos tubos de colageno. Os autores constataram que a melhora funcional
foi mais rapida e que o numero de fibras mielinizadas e a area de mielina nestas
fibras foram significantemente maiores no grupo que recebeu as células do estroma
da medula 6ssea, quando comparadas ao grupo que nao as recebeu.

Braga-Silva et al. (2006) avaliaram o efeito do uso de células-tronco da
medula éssea e do plasma rico em plaquetas na regeneracao de nervos periféricos
em ratos, seccionando o nervo ciatico e removendo 10 mm do nervo. A
reconstituicdo do nervo foi feita por meio de um tubo de silicone. No primeiro grupo,
o tubo de silicone estava vazio; no segundo grupo o tubo foi preenchido com células-
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea, ndo cultivadas, isoladas na
propor¢cdo de 107células/ml/animal e implantadas em tubo de silicone que se
interpOs no defeito do nervo ciatico; no terceiro grupo havia apenas plasma rico em
plaquetas no tubo de silicone; no quarto grupo o tubo de silicone foi preenchido com
as células-tronco mesenquimais da medula éssea, na mesma proporgao, suspensas

em plasma rico em plaquetas e em um quinto grupo o segmento do nervo ciatico
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ressecado foi usado e reimplantado. Apos seis semanas, os resultados sugeriram
que as celulas-troncos, provenientes da medula éssea, injetadas dentro do tubo de
silicone, induziram a proliferacao e diferenciagao de células de Schwann.

O grupo onde as células tronco foram implantadas sem o plasma rico em
plaquetas apresentaram melhores scores quanto ao teste da marcha, promovendo
uma regeneragao mais rapida e mais abundante, com a formag&o de maior numero
de fibras mielinizadas, permitindo assim melhor recuperagao funcional quando
comparado aos demais grupos estudados. Os autores sugerem que o plasma rico
em plaquetas possa ter inibido o desenvolvimento das células tronco.

Chen et al. (2006) estudaram as células-tronco mesenquimais derivadas da
medula éssea, cultivadas, isoladas na proporgdo de 2X107 células/ml, com a
implantagdo de 1X10° células por tubos de silicone, em cada rato, em defeitos de
nervo periférico. Conseguiram confirmar a transformacgéo de células do estroma da
medula 6ssea de ratos em células de Schwann apds quatro semanas (as células
que foram alocadas dentro de um tubo de silicone entre os cotos do nervo ciatico,
exibiram caracteristicas imunoistoquimicas de células de Schwann — expressaram o
marcador para a proteina S100). Os autores defendem o modelo apresentado que
usou um tubo de silicone envolvendo a unido dos cotos nervosos seccionados por
fornecer um meio limitado para a diferenciacdo, aumentando a eficiéncia da
diferenciacao.

Chen et al. (2007) investigaram a produgcdo e contribuicdo de fatores
neurotréficos para defeitos de 15mm em nervos ciaticos de ratos. Usaram células-
tronco mesenquimais derivadas da medula éssea, cultivadas, implantando cerca de
1X108 células por tubos de silicone para corrigir defeitos de 15mm do nervo ciatico
em cada rato. Concluiram que a inclusao destas células: a) promoveu melhora
quanto a fungdo da marcha, b) proporcionou menor perda muscular, ¢) permitiu
maior numero de axénios regenerados, incluidos no tubo.

Chen et al. (2007) concluiram também que o processo de regeneracao foi
acompanhado de elevada expressao de fatores neurotréficos nas fases iniciais e
tardias e que fica evidenciada a associagao da produgao de fatores neurotroéficos e o
potencial de promocgéo de regeneragao das células-tronco derivadas do estroma da
medula éssea.

Ainda segundo os autores, o mecanismo molecular pelo qual células

mesenquimais removidas da medula éssea tém efeito promotor na regeneragao
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nervosa periférica permanece obscuro e a diferenciagdo destas células em células
de Schwann é uma grande possibilidade, levando em consideragdo que os axdénios
em regeneragao crescem em diregdo ao coto distal em intimo contato com células
de Schwann. Por outro lado, estudos semelhantes de Cuevas et al. (2002)
demonstraram que apenas uma pequena porcentagem (5%) de células-tronco
provenientes da medula éssea se diferenciou em células de Schwann.

Terapias usando células de Schwann tém se mostrado efetivas e promissoras
no tratamento de lesdes nervosas traumaticas e degenerativas do sistema nervoso
central bem como nas lesdes nervosas periféricas. No entanto, o uso de células de
Schwann demandaria o uso de um nervo periférico e tempo para que essas células
pudessem ser cultivadas e reimplantadas. Os autores usaram células-tronco da
medula éssea humana que foram coletadas, manipuladas, expandidas, submetidas
a diferenciacdo para células tipo Schwann e reimplantadas na propor¢ao de 1 a
2X107 células/ml em tubo de silicone de 10mm em defeitos de nervo ciatico em
ratos. Os autores mostraram seu beneficio na regeneragao nervosa periférica que foi
superior ao uso de células-tronco da medula apenas. Embora os autores nao
tenham usado vetores virais para a transdiferenciacdo mantiverem o receio de
teratogenicidade no seguimento de pacientes que possam fazer uso dessa terapia
(Shimizu et al., 2007).

Colomé et al. (2008) realizaram importante estudo em coelhos. Analisaram a
lesdo de nervo periférico, apds rafia e tubulizagao com silicone e da implantacao de
células-tronco autdlogas removidas da medula éssea. Usaram células-tronco
mesenquimais derivadas da medula éssea, nao cultivadas, com a implantacdo de
1X108 células por tubos de silicone em defeitos de 5mm do nervo tibial em cada
coelho do grupo experimental. O grupo controle teve o tubo de silicone preenchido
com solugéo salina 0,9%. Em todos os animais observou-se a formagéao de tecido de
regeneragao servindo de ponte entre as extremidades nervosas. Nos dois grupos
notou-se a presenca de reagdo granulomatosa (macréfagos, células epitelidides e
células gigantes).

Notou-se a presencga de eosindfilos em menor proporgao no grupo tratamento,
que foi atribuida a maior velocidade de resolucido do processo, sem diferenca
estatistica. Macréfagos carregados de hemossiderina foram encontrados em todas
as laminas sem diferenca entre os grupos. Notou-se também a expansao do

epineuro por edema ou deposicdao de colageno, juntamente com numerosas
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camaras de digestdo, indicando degeneragdo walleriana mais abundante nas
porcdes distais. A regeneragcdo nervosa foi avaliada de forma qualitativa e foram
identificadas fibras regeneradas de orientagédo longitudinal e mielina fina, o que é
indicativo de evolugdo do processo em ambos os grupos de estudo. Observou-se
também um numero variavel de neofasciculos com fibras desviadas por vasos
neoformados de parede fina e luz ampla independente do grupo estudado. Assim,
observou-se regeneracgao das fibras seccionadas envolvidas com bainhas de mielina
finas nos dois grupos. No entanto, o grupo estudado com células-tronco mostrou
vantagens: menor degeneragéo walleriana e processo regenerativo mais rapido.

Arino et al. (2008) realizaram experimento em defeitos de 10mm e 15mm de
nervo ciatico de ratos que foram reconstruidos com enxerto de tendao autdlogo
associado ou nao a inclusédo de células de Schwann removidas da por¢ao de nervo
que originou o defeito no animal. Estas células foram cultivadas e depois
implantadas no tenddo removido da cauda do animal. Verificaram que embora tenha
havido uma mielinizagdo estatisticamente maior no grupo cuja reconstrugcédo foi
associada as células de Schwann nas primeiras seis semanas, apos 12 semanas
nao houve diferenga estatistica entre os grupos quanto a for¢ca motora e avaliagéo
histoldgica, portanto quanto a reinervagao.

Em modelo experimental de amputacao de nervo periférico, Lago et al. (2009)
verificaram que o transplante de células de Schwann estimulou o crescimento do
axbnio e ou manteve a sobrevida das ramificagées de axonio.

Segundo Walsh e Midha (2009), quando células-tronco mesenquimais da
medula dssea sdo removidas e cultivadas em meio especifico, tém a capacidade de
se transdiferenciar em uma célula aderente tipo Schwann. Estas células tém sido
usadas em associacao com tubos de material artificial como o silicone e em
associagdo com enxertos acelulares para a regeneragdo nervosa, com bons
resultados comprovados por métodos eletrofisiolégicos, morfométricos e funcionais.
Embora a capacidade dessas células de produzir mielina funcionante in vivo tenha
sido questionada, alguns autores tém provado que elas sdo, no minimo, capazes de
mielinizar células cultivadas in vitro, despertando definitivamente a atencéo para seu
potencial terapéutico.

Sabe-se que no estroma da medula éssea ha células-tronco que podem se
diferenciar em algumas linhagens de células como osteoblastos, condrécitos e

adipécitos, em condi¢cdes experimentais especificas. Mais recentemente foram
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demonstradas caracteristicas de transdiferenciacdo destas células em astrdcitos,
oligodendrocitos, micréglia e neurbnios, in vivo e in vitro. E estudos experimentais
tém usado células derivadas do estroma da medula 6ssea na regeneragado de
nervos periféricos demonstrando a regeneracgao e remielinizagao das fibras lesadas,
com beneficio constatado (Walsh e Midha, 2009).

Ainda segundo a revisdo de Walsh e Midha (2009), as células-tronco
provenientes de tecido adiposo tém sido identificadas como uma fonte de células-
tronco multipotentes com perfil fenotipico comparavel aquele das células-tronco do
estroma da medula éssea. Parece que se diferenciam em uma célula de fendtipo de
Schwann mielinizante, in vitro, quando dadas as mesmas condicdes de meio
apropriado que promovem a transdiferenciagao das células-tronco de medula dssea.
Estudos posteriores serdo necessarios para determinar se elas podem também
transmitir estas vantagens para o nervo periférico lesado.

Os artigos relacionados nestas conclusdes mostram confirmagdes “IN
VITRO”, nenhum estudo experimental. Os autores ainda citam e descrevem uma
série de estudos com células-tronco provenientes de células dos foliculos da pele;
com comprovacao de seu potencial de diferenciagdo em células de Schwann e
mielinizagdo in vitro e in vivo, comprovando melhora funcional motora,
eletrofisiolégica e morfométrica em defeitos de nervos periférico de modelos
experimentais em ratos.

Inimeras tentativas de implementar a regeneracao de nervos periféricos tém
sido procuradas. Bons resultados tém sido relatados com o uso de células-tronco
retiradas da medula 6ssea, células de Schwann removidas de outros nervos e até
células do trato olfatério (Radtke et al., 2009).

Para Yarak e Okamoto (2010) a grande vantagem das células-tronco
mesenquimais do tecido adiposo sobre as mesmas células da medula 6ssea esta no
facil método de obtencdo da fonte tecidual e por estar disponivel em grande
quantidade. Relatam também que as células-tronco mesenquimais da gordura
apresentam maior frequéncia que as encontradas na medula 6ssea e que a taxa de
proliferagdo € maior nas células-tronco mesenquimais de origem gordurosa.

Em estudo de Erba et al., (2010), os resultados sugerem que qualquer efeito
regenerativo das células-tronco derivadas de tecido adiposo € mais provavel ser
mediado por um impulso inicial langado por fatores de crescimento e/ou um efeito

indireto na atividade enddgena de células de Schwann. Estudos futuros na
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engenharia de tecidos precisam melhorar o potencial neuroregenerativo das células-
tronco derivadas de tecido adiposo quanto a sobrevivéncia dessas células a longo
prazo em condutores (tubos) de nervo, pois nesse estudo os autores constataram
que as células-tronco haviam diminuido muito em numero apds 14 dias de
implantadas em condutores colocados nos defeitos de nervos.

Summa et al. (2010) publicaram estudo sobre o uso de um condutor de nervo
fabricado com cola de fibrina em um defeito do nervo ciatico de 10mm. O condutor
de cola de fibrina, portanto biodegradavel e absorvivel, foi preenchido com células
de Schwann ou com células-tronco diferenciadas em células de Schwann. Segundo
os autores, as células de Schwann seriam o melhor tipo de células a preencher um
condutor por produzir moléculas de adesao, fatores de crescimento e por ser
produtora da membrana basal que suporta e orienta o crescimento dos axdnios. No
entanto, a aquisi¢gdo de células de Schwann sacrificaria um nervo e sua cultura
demandaria tempo.

Os autores preencheram os condutores com trés diferentes tipos de células:
com células de Schwann, com células-tronco derivadas da medula diferenciadas em
células tipo Schwann por meio de cultura e fatores indutores e por células-tronco
derivadas da gordura (mesenquimais) diferenciadas em células tipo Schwann. Os
melhores resultados foram obtidos com o uso de células de Schwann cultivadas, as
células-tronco derivadas da gordura e da medula previamente diferenciadas em
células tipo Schwann também influenciaram positivamente na regeneragcao nervosa
sem diferenga entre si. Considerando que 2% da gordura lipoaspirada contém
células-tronco mesenquimais, os autores ressaltam a facilidade da coleta e
abundancia dessas células, concluem que estudos futuros serdo necessarios para
confirmar os efeitos positivos das células-tronco derivadas da gordura na
regeneracgao nervosa periférica e sua similaridade de efeito com as células-tronco
derivadas da medula éssea.

Frattini et al. (2012) realizaram estudo experimental em que o nervo ciatico de
ratos foi seccionado e os cotos do nervo foram colocadas em um tubo de
policaprolactone biodegradavel deixando um intervalo de 3mm entre elas. Em um
dos grupos o tubo foi preenchido com células-tronco mesenquimais (MSCs) obtidas
a partir animais que expressavam a proteina verde fluorescente (grupo tratado com
células-tronco) ou apenas com um meio de cultura (grupo sem células-tronco). A

funcdo motora foi analisada de acordo com o indice funcional do ciatico (IFC). Apds
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seis semanas, os animais foram sacrificados, e o nervo ciatico regenerado, o ganglio
da raiz dorsal (DRG), a medula espinal e o musculo gastrocnémio foram coletados e
processados para analise quantitativa que mostrou um aumento significativo no
numero de fibras mielinizadas no grupo que recebeu as células-tronco.

O numero de neurdnios no DRG foi significativamente maior no grupo tratado
com células-tronco, ndo houve diferengca no numero de neurdnios motores na
medula espinhal. Foram encontrados valores mais elevados de expressao fatores
troficos em grupos tratados com MSCs, especialmente fator de crescimento de
nervo. O indice funcional do ciatico (IFC) revelou uma melhora significativa no grupo
tratado com MSCs. O musculo gastrocnémio mostrou um aumento no peso e nos
niveis de enzima creatina-fosfoquinase, sugerindo uma melhora da reinervagao em
animais que receberam as MSCs. A imunoistoquimica documentou que algumas
células transplantadas assumiram um fendtipo de células de Schwann, como
evidenciado pela sua expressdo da proteina S-100, um marcador de células de
Schwann. Portanto os autores concluiram que o grupo que recebeu células-tronco
apresentou bons resultados e é uma terapia apropriada na regeneragdao nervosa
periférica em ratos.

Rosa Junior (2013) realizou estudo experimental em ratos sobre o reparo de
nervo periférico utilizando a veia jugular como tubo associado a cultura de Células-
tronco extraidas de tecido adiposo. O autor usou células-tronco mesenquimais de
tecido adiposo, cultivadas e injetadas em tubo de veia na concentragédo de 5X108 por
animal. O grupo que usou células-tronco associadas ao plasma rico em plaquetas
apresentou beneficios na regeneragao do nervo fibular comum e do musculo tibial
cranial, atingindo semelhanga com o grupo controle quanto a massa do musculo
tibial cranial, area da bainha de mielina, espessura da bainha de mielina e laténcia,
obteve semelhanga com o grupo que usou apenas plasma rico em plaquetas nas
comparagdes quanto a massa do musculo tibial cranial, amplitude e laténcia.

Cartarozzi et al. (2015) investigaram a eficacia de células-tronco
mesenquimais removidas da medula éssea na regeneracao de nervos periféricos em
ratos adultos femininos Lewis. Os autores realizaram a transecg¢ao unilateral no
nervo ciatico seguida de reparagado de trés formas: um tubo de policaprolactona
vazio, ou o mesmo tubo preenchido com selante de fibrina ou o mesmo tubo
contendo o selante de fibrina associado as células-tronco mesenquimais da medula

ossea, 3X10° células por animal. Sessenta dias apds a lesdo, estudou-se 0s nervos
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regenerados por imunoistoquimica, morfologia dos nervos e teste funcional. Os
resultados mostram que as células-tronco mesenquimais no selante de fibrina
associadas ao tubo de policaprolactona melhoraram o processo de regeneragao do
nervo, modulando positivamente a reatividade das Células de Schwann

Quanto ao numero de células tronco usadas nos experimentos em uma
revisdo de 14 estudos que usaram diversas fontes de células tronco na regeneragao
nervosa periférica os autores encontraram estudos usando de 4X10% a 2X107
células. Relatam que ha sempre pouca explicagdo sobre a quantidade de células
usadas, relatam um estudo onde a concentracdo de 80X10° foi benéfica para a
regeneragao nervosa periférica naquele dado experimento, concentragdes menores
faram inexpressivas e concentragdes maiores mostraram resultados piores quanto a
regeneragao nervosa. Os autores discutem que talvez uma concentragdo maior gere
competicdo entre as células transplantadas quanto ao espago e recursos de
sobrevivéncia no local onde foram implantadas. Assim estratégias devem levar em
conta o numero e também devem proporcionar as células um meio ideal de
sobrevivéncia e integracdo ao meio onde devem favorecer a regeneragao nervosa.
(Walsh e Midha, 2009).

Segundo Walsh e Midha (2009), embora muitos estudos tenham se
preocupado em comprovar o potencial de regeneragdo em nervos periféricos de
diversas células-tronco de diferentes fontes, poucos estudos tém se interessado em
compara-las. Outras preocupacdes sdao o numero de células-tronco ideal a ser
ofertado no local da lesdo, se as células-tronco precisam adotar o fendtipo das
células de Schwann para exercer funcio na reparacao de nervos periféricos, qual o
melhor método de colocar estas células no local da lesédo e a extensao da sobrevida

das células, necessarias para evocar efeito terapéutico.
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1.7 Estudos recentes e justificativa:

Em estudo recente sobre medicina regenerativa usando células-tronco em
cirurgia plastica, Salibian et al. (2013) constataram usos muito interessantes de
células-tronco derivadas principalmente da gordura, pela sua facil aquisicdo e
manipulagdo. O estudo demonstra o uso dessas células em defeitos dsseos, lesdes
por radioterapia e isquemia de membros inferiores com excelentes resultados.
Alguns procedimentos estéticos como 0 aumento de mamas e rejuvenescimento da
face também tém sido claramente demonstrados com o uso de células-tronco.
Minimas complicagdes tém sido relatadas. Relatam que as células-tronco derivadas
da gordura tém a capacidade de repor as células tipo Schwann hospedeiras e
podem permitir a regeneragao nervosa quando se diferenciam em células-tronco de
uma linhagem neuronal, sdo de acessibilidade maior que as células-tronco derivadas
da medula éssea e tem capacidade comparavel a essas células na capacidade de
promover a regeneragao nervosa periférica. No entanto os autores atentam para o
fato de que pouco ainda se sabe sobre os mecanismos de acgao por tras dos
beneficios terapéuticos, sobre a sobrevivéncia e controle de proliferacdo dessas
células no local de implantagao e sua apropriada integragdo no meio local. A maioria
dos relatos ainda € isolada e com pequeno grupo de individuos.

Em estudo de metanalise sobre o uso de células-tronco na regeneracgao
nervosa periférica onde foram incluidos estudos com defeitos criticos cuja
reconstrugdo foi feita com substituto do nervo ou substitutos (como tubos)
acrescidos por células-tronco, os autores encontraram resultados que confirmaram a
contribuicdo das células-tronco na regeneracdo nervosa periférica. O efeito da
regeneracao foi medido e confirmado, sobretudo por trés formas de avaliagao que os
autores consideraram confidveis e reprodutiveis: “Walking Track”, testes
eletrofisiolégicos e medidas da massa do musculo acometido pelo nervo lesado
(Hundepool et al., 2014).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo tém implicagdes relevantes na
regeneragao de tecidos, por conta de seu alto rendimento celular no tecido adiposo,
entre outros fatores, pela habilidade de se diferenciar em diversas linhagens e de
secretar diversas citocinas e de seu efeito imunomodulatério. Um grande nimero de
estudos clinicos tem sido conduzido, muitos deles ainda em andamento, entretanto

poucos estudos clinicos de fase trés foram publicados. As células-tronco derivadas
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da gordura sdo uma fonte celular promissora para a medicina regenerativa e mais
estudos sdo necessarios para garantir sua seguranga e a eficacia de engenharia de
tecido usando essas células (Tsuiji et al., 2014).

Considerando a literatura atual, que trata as células-tronco como
coadjuvantes importantes e promissoras na regeneragado nervosa periférica, mas
que ainda suscita diversas questdes; considerando que as células-tronco removidas
da gordura sdao a maior fonte de células-tronco e de mais facil acesso no corpo
humano; considerando a neurorrafia latero-terminal uma importante técnica no
tratamento de lesdo nervosa periférica, sobretudo em casos criticos, mas que ainda
demanda aprimoramento, decidiu-se estudar o efeito de células-tronco provenientes

do tecido adiposo na reinervagao periférica através de neurorrafia latero-terminal.
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2 Objetivo

Avaliar a influéncia de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo na

regeneracgao e reinervagao periférica associada a neurorrafia latero-terminal.
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3 Método

O Projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNESP/Botucatu
de acordo com os Principios Eticos adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacado Animal (COBEA).

Foram usados 140 ratos (Rattus norvegiccus) da linhagem Wistar, adultos,
machos, provenientes do Biotério da UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental)
do Campus da UNESP em Botucatu, com massa média inicial de 265,28g a
276,95¢, portanto animais com oito semanas de vida (http://www.bioterio.fm.usp.br).

Os 140 animais foram divididos entre os sete grupos, com vinte animais em
cada grupo e operados de forma aleatéria por um Unico pesquisador. As cirurgias
foram realizadas no laboratério de cirurgia experimental da UNESP.

Os animais foram pesados e anestesiados com ketamina (0,3ml/kg,
intramuscular) e xilazina (0,2ml/kg, intramuscular). Depois de anestesiado os
animais foram colocados em decubito ventral e foi feita antissepsia com PVPI
(polivinilpirrolidona iodo). Em todos os ratos foi feita uma incisédo longitudinal, de 3cm
no membro posterior direito, o musculo biceps femoral foi divulcionado e os nervos
ciatico, sural, fibular comum e tibial identificados. Em cada grupo apos o
procedimento adequado a cada um, os planos foram aproximados e a incisao

suturada com fio monofilamentado de nailon 4.0.

3.1  Organizacgao dos grupos

Grupo 1 (G1) - controle de normalidade. Os nervos foram apenas
identificados.

Nos grupos de 2 a 7 o nervo fibular comum direito foi seccionado a cerca de
um cm de sua origem do nervo ciatico. O musculo biceps femoral foi transfixado com
pinga hemostatica tipo Halsted de forma romba e o coto proximal do nervo fibular
comum levado até a sua superficie e fixado com um ponto de fio monofilamentado
de nailon 4.0.

Grupo 2 (G2) - grupo controle de desnervagao. O coto distal foi invertido

cerca de 180° e inserido em musculatura adjacente e fixado com nailon 4.0.
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Nos grupos de 3 a 7 o coto distal do nervo fibular comum foi suturado na
face lateral intacta do nervo tibial, sem abertura de janela epineural com auxilio de
microscopio DL Vasconcelos (dez aumentos) usando quatro pontos de nailon 10.0.
As variagdes de cada grupo sao descritas abaixo.

Grupo 3 - neurorrafia latero-terminal. Apenas neurorrafia.

Grupo 4 - neurorrafia e fascia. Uma fascia muscular de 1cm? foi removida
da musculatura superficial aos musculos biceps femoral e semitendinoso,
subjancente a incisdo no membro posterior direito usado para a cirurgia de
neurorrafia. Essa fascia envolveu como um envelope toda a neurorrafia.

Grupo 5 - neurorrafia, fascia e gel de plaquetas. A neurorrafia foi envolvida
por gel de plaquetas e pela fascia.

Grupo 6 - neurorrafia e gel de plaquetas. A neurorrafia foi envolta por gel
de plaquetas, sem o uso da fascia como no grupo anterior.

Grupo 7 - neurorrafia, fascia, gel de plaquetas e células-tronco,
previamente manipuladas. A neurorrafia foi envolvida por gel de plaquetas

contendo células-tronco removidas da gordura do proprio animal e pela fascia.

Quadro 1 - Grupos de 1 a 7 e suas variagoes.

Grupos | Variagoes

G1 Controle de normalidade.

G2 Controle de desnervagao.

G3 Neurorrafia latero-terminal.

G4 Fascia removida do animal envolve a neurorrafia latero-terminal.

G5 Gel de plaquetas e fascia envolvem a neurorrafia latero-terminal.

G6 Gel de plaquetas envolve a neurorrafia latero-terminal, sem a fascia.

G7 Gel de plaquetas contendo células-tronco e a fascia envolvem a
neurorrafia latero-terminal.

ApoOs as cirurgias, os animais foram mantidos em caixas apropriadas,
recebendo agua e ragao “ad libitum”, sem restricbes na movimentagao, respeitando-
se ciclos de 12 horas de luz, em temperatura média de 24°C (+0,5), no Biotério da
Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina da UNESP/

Botucatu.
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Esquemas mostrando aspectos das cirurgias em cada grupo:

e

-'al_,:‘-'
o, Nervo tibial
» Nervo sural
’ £, A P )

Nervd fibular comunﬂ

5

Figura 1 — A e B (grupo 1), A: nervos tibial e fibular comum identificados, B: nervos
dissecados. C e D (grupo 2), C: secgao do nervo fibular comum, D: inverséo e
fixagdo do coto proximal na superfécie do musculo biceps femoral. E e F (grupo 3),
E: neurorrafia latero-terminal, F: neurorrafia sem tensao, outro exemplo. G e H
(grupo 4), G: fascia removida, H: fascia envolvendo a neurorrafia latero-termnal.
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G

Figura 2 — A e B (grupo 5), A: gel de plaquetas preparado em moedas ou gotas. B:
aspecto de neurorrafia latero-terminal no grupo 5, com o gel e recoberto pela fascia.
C (grupo 6): gel de plaquetas sobre a neurorrafia, sem fascia. D, E, F e G (grupo 7),
D: fascia sob a neurorrafia, E: gel de plaqueta contendo células-tronco, F: gel de
plaquetas contendo células-tronco sobre a neurorrafia, G: aspecto da neurorrafia
envolta pela fascia e gel de plaquetas contendo células-tronco.



66

3.2 Obtencao das Células-tronco mesenquimais (CTMs) e gel de plaquetas

Os animais do grupo 7 foram submetidos a anestesia com ketamina
(0,3ml/kg, intramuscular) e xilasina (0,2ml/kg, intramuscular), fez-se uma incisao de
1cm na regido inquino crural esquerda retirando-se um bloco de gordura com massa
aproximada de 1g. A incisao foi fechada com fio monofilamentado de nailon 4-0.

O tecido foi assepticamente transferido para um recipiente contendo solugao
tampao fosfato e foi levado para o Laboratério de Biologia Molecular e Engenharia
Celular, onde foi processado.

Na camara de fluxo laminar em condi¢cdes assépticas, o tecido foi lavado em
solugao tampao fosfato até a eliminagcado do conteudo sanguineo visivel.

O tecido foi submetido a digestdo enzimatica por aproximadamente 12 horas,
a 37°C, em solugdo contendo: 2ml por grama de tecido de meio de Dubelcco,
2mg/ml de colagenase tipo A, 20mg/ml de albumina sérica bovina e 124
microgramas/ml de penicilina. Decorrido o tempo de digestao, esta foi interrompida
por adicdo de volume igual a 10% do total do soro fetal bovino, previamente
inativado por aquecimento em banho-maria a 56°C, durante 20 minutos. A
suspensao de células foi centrifugada por 5 minutos. O sobrenadante contendo a
fracao adipocitaria foi desprezado e o precipitado, contendo a fracdo estroma-
vascular, rico em células-tronco mesenquimais, foi resuspensa em DMEM contendo
10% de soro fetal bovino. As células mononucleares presentes foram contadas sob
microscopio de luz invertida com auxilio de camara de ThomaNeubauer pelo método
de exclusdo de células n&o viaveis coradas impregnadas pelo corante azul de
tripano. As células foram microencapsuladas em gel de plaquetas de fibrina na
propor¢cao de 100.000 células por amostra e colocadas na neurorrafia de cada
animal do grupo 7. Essa foi a média de células encontradas nas amostras e que
poderia ser usada em todos 0s animais como padrao.

Piloto: no inicio do projeto, treze animais foram submetidos a retirada de
fragmento da gordura inguinal direita para que esse processo acima descrito
pudesse ser estabelecido. Uma amostra de cada um desses animais foi estocada.
Durante a realizagao da citometria de fluxo, que sera descrita adiante, essas células
também foram usadas para identificacdo e caracterizagdo das células-tronco

mesenquimais.
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Obtencao do gel de plaquetas

No laboratério de cirurgia experimental colheu-se o sangue de 10 ratos
Wistar. Os animais foram inicialmente anestesiados com ketamina (0,3ml/kg,
intramuscular) e xilazina (0,2ml/kg, intramuscular), e uma pungao cardiaca permitiu a
coleta de 9ml de sangue de cada animal. O sangue foi armazenado em um tubo com
solugdo anticoagulante citrato-destrose (solugao A), na propor¢do 1:10 (1ml de
citrato + 9 ml de sangue volume: volume), como indicado por Everts et al. (2006).

Os tubos foram encaminhados ao Laboratorio de Engenharia Celular, e em
fluxo laminar todo o conteudo foi separado em dois tubos de 50ml. Neste momento
uma aliquota foi retirada de cada tubo para a dosagem de plaquetas (medida de
plaquetas pré-centrifugacao). O volume total de 100ml foi separado em tubos de
15ml, na medida de 10ml por tubo, para que fossem realizadas as centrifugacdes e
obtengao do plasma rico em plaquetas (PRP).

A primeira centrifugacédo foi feita a 2400 rotagcbes por minuto durante 10
minutos, apds a qual se coletou o sobrenadante. O sobrenadante foi submetido a
uma segunda centrifugacdo a 3600 rotagbes por minuto durante 15 minutos. A
metade do volume do sobrenadante final foi descartado e a metade restante foi
coletada junto com o pellet de plaquetas. Apds estes procedimentos uma nova
aliquota foi retirada para que se obtivesse a contagem de plaquetas pos-
centrifugacdo (PRP). Todo o material foi congelado a -80°C para que fosse
descongelado no momento de uso, ou seja, no momento de se produzir o gel de
plaquetas, que foi usado imediatamente Okuda et al. (2003). Todas as contagens
de plaquetas foram realizadas por método automatizado no aparelho ABX HoribaTM
Micros®.

Microencapsulagao das CTMs em gel de plaquetas

As células foram microencapsuladas em gel de plaquetas na proporgcédo de
100.000 células por amostra, adicionando-se PRP liquido sobre o botdo de células,
seguido de pipetagem para distribuicdo homogénea das células e adicionando-se
gluconato de calcio (40mM) e trombina (50U/cc). O coagulo se formou
instantaneamente e, desta forma, uma amostra microencapsulada foi aplicada na

neurorrafia de cada animal do grupo 7.
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Viabilidade Celular

Para utilizacdo das células-tronco obtidas, foi feita a avaliacido da estimativa
da viabilidade celular pela coloragao do azul de tripano a 0,3%.

As células viaveis excluem o corante devido a integridade de sua membrana
plasmatica, aparecendo claras e brilhantes em microscopia optica. As células mortas
incorporam o corante em virtude da fragmentacado/desnaturacdo de sua membrana
plasmatica, tornando-se maiores e escuras. O resultado é expresso em

porcentagem de células viaveis segundo a formula:

% Viabilidade celular = numero de células vivas X 100

Numero de células vivas + nUmero de células mortas

Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada no laboratério de Hematologia da UNESP/
Botucatu, no aparelho BDFACSCalibur. Uma amostra das células implantadas em
cada animal do grupo 7 e as treze amostras usadas no projeto piloto foram
congelada para que fosse realizada a citometria de fluxo e, portanto, a
caracterizagao das células-tronco mesenquimais.

As células passaram, uma a uma, por um sensor eletrénico de emissao de
luz, sendo possivel mensurar varios parametros citolégicos, como tamanho,
granulosidade e expressao ou ndo de determinados antigenos.

Os anticorpos foram marcados com fluorocromo. O isotiocianato de
fluoresceina € o fluorocromo mais utilizado no Laboratério de Citometria de Fluxo do
Hemocentro de Botucatu e foi o fluorocromo eleito para os anticorpos adquiridos. A
ligacdo desses anticorpos marcados acontece através de ligagbes covalentes com
estruturas/ receptores da membrana da célula e sado detectados pelo sensor
eletrdbnico do aparelho. Nesta analise, ainda € possivel detectar-se parametros

intrinsecos importantes como, por exemplo, o tamanho celular, identificando a
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presenca de populacbes mistas e caracterizando estas populagdes quanto a
variagdo de tamanho e volume.

As aliquotas de células foram incubadas com os anticorpos ja descritos. As
suspensdes celulares foram ajustadas a uma concentragdo entre 5X10° a 5X10°
células/ml. A leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo provido de laser de argbnio a
480mm, de 15mw. O programa de leitura foi otimizado para analise das amostras e
o volume aspirado de cada amostra foi de 100l com taxa de fluxo de 50ul/minuto. A
interpretacéo utilizou dois histogramas abaixo relacionados:

Histograma 1 — disperséo de luz dianteira, FS (foreside scatter) X e logaritmo
da dispersao lateral LSS (logarithm side scatter), 64 x 64 canais, no qual a
populacao a ser estudada é graficamente delimitada por um bitmap.

Histograma 2 — utiliza-se a contagem de células (count-eventos) X o logaritmo
da fluorescéncia, LFL1 (logorithm fluorescence), 1024 x 1024 canais. As
concentragbes dos anticorpos foram preparadas segundo as recomendacgdes dos

respectivos fabricantes.

No quadro abaixo estdo relacionados os marcadores de superficie usados

para caracterizar as células-tronco mesenquimais usadas nesse estudo.
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Quadro 2 - Padrdo negativo e positivo dos diferentes marcadores de superficie

usados na

imunofenotipagem por

mesenquimais obtidas.

citometria de fluxo das células-tronco

Marcador Descrigao Reconhecimento
PECAM-1 - platelet endothelial cell
CD31 Mouse PE anti-rat adhesion molecule. Muito expresso em
BD Pharmigen™ células endoteliais e plaquetas, fracamente
Z expresso em leucocitos.
D | CD34 Rabbit FITC anti-rat Células-tronco hematopoiéticas e células
R Biorbyt™ endoteliais.
A Reconhece (glicoproteina expressa em
o | cD40 FITC Hamster anti-rat | linfécito B e relaciona-se com estagios
BD Pharmigen™ efetores da resposta imune mediada por
N células.
RPE Mouse anti-rat PP ) o
E | CD44 Linfécito T, B, macréfago e timocito.
g FI:(E) IEASeroteC:‘" t Panleucocitario, (Legukocyte Common
T CD45 BD Phc:aursrﬁgaennl;“:a Antigen), expresso em todas as células
I hematopoiéticas, exceto eritrocito.
vV Reconhece a subunidade da Mac-1
o | cD11b Biotin Mouse anti-rat | expressa em neutréfilos e  células
BD Pharmigen™ mieldides, mas n&o se expressa em
linfocitos.
Reconhece receptores de transferrina
p | cD71 FITC Mouse anti-rat expresso em células em proliferacao,
BD Pharmigen™ incluindo células-tronco e em endotélio do
A cérebro.
g Ecto-5'-nucleotidase. = Reconhece uma
A Purified Mouse anti-rat proteina de transducao de sm:fll Ilgada_ a
0o CD73 BD Pharmigen™ m'embrana. Se expressa em figado, rim,
cortex da adrenal, bago, musculo, tecido
p nervoso, cardiaco e células-tronco.
o EITC Mouse anti-rat Reconhece moléculas Th1 expressas em
s CD90 BD Pharmigen™ Células-tronco mesenquimais e
| hematopoiéticas.
T | cp1os P.E Mouse anti-rat Endoglin - Receptor de TGFp sobre
I Life Technology™ células-tronco
vV Reconhece molécula de adesao,
0 | cD106 Purified Mouse anti-rat | transmembrana da parede do endotélio (V-
PE - BD Pharmigen™ | CAM-1), células dendriticas, mas nao se
expressa em leucécitos.

Fonte: arquivo pessoal, Professora Elenice Deffune, Laboratério de Hematologia,

UNESP, 2015.

O quadro 2 registra os dois padrées de positividade e negatividade esperados

com o painel

de anticorpos comerciais adquiridos para a

realizacao da

imunofenotipagem por citometria de fluxo. Como padrao negativo foram escolhidos
os marcadores CD31, CD34, CD40, CD44, CD45 e CD11b. No entanto, alguns
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desses marcadores poderdo expressar positividade pela presenga de células
sanguineas e de paredes de vasos, obtidas no momento da coleta do material. Os
marcadores CD11b, CD31, CD40, CD45, CD71, CD73, CD90 e CD106 foram
adquiridos da BD Pharmigen™. Outros trés anticorpos foram adquiridos de
fornecedores diferentes pela inexisténcia de marcadores de mesma origem. O anti-
CD34 foi adquirido da Biorbyt™, o CD44 da Abd Serotec™, enquanto que o CD105
foi comprado da Life Technology™. Todos os anticorpos foram controlados por seus
respectivos controles isotipicos.

Foi estabelecido um padréo de leitura conforme o percentual da porcentagem
de imunofluorescéncia do marcador, apds eliminar o percentual de autofluorescéncia
encontrado nas células do controle (aquelas que nao receberam anticorpos
especificos), respeitando as orientagcées da International Clinical Cytometry Society
e de Gratama et al. (7998) na sua publicagdo Flow cytometric quantitation of

immunofluorescence intensity: problems and perspectives.

Quadro 3 - Padrao de reatividade das células linfomononucleares de rato frente a
diferentes marcadores de superficie (CDs), pela técnica de citometria de fluxo.

Nivel de Expressao dos Média da Intensidade de
Padrao do teste
Marcadores Fluorescéncia
Alto 2 50%
POSITIVO Médio 215 <50%
Baixo 25<15%
NEGATIVO Muito baixo <5%

Fonte: adaptado de Gratama et al., 1998



72

Diferenciagao Celular

Uma amostra das células-tronco mesenquimais foi cultivada no intuito de
demonstrar a diferenciacdo dessas células nas linhagens adipogénica, osteogénica
e condrogénica.

Osteogénica e adipogénica: foram usadas cerca de 2.000 a 5.000
células/cm?, colocadas em placa de cultura de 6 pogos. As células ficaram
submersas em DMEM por 24 horas. Os meios indutores (StemPro) foram usados
nas culturas celulares por 14 dias, sendo realizadas trés trocas do meio por semana.
A coloragéo osteogénica utiliza foi Alizarin Red, e a coloragédo adipogénica utiliza foi
Oil Red.

Condrogénica: foram usadas cerca de 1.000.000 células/cm?, colocadas em
um tubo falcon de 15ml. Como os condrdcitos necessitam de meio tridimensional, a
diferenciagao ocorreu em pellet. As células ficaram embebidas em DMEM durante
24 horas. O meio indutor (StemPro) foi usado durante 21 dias, sendo trocado trés

vezes por semana. A coloragao usada foi o Azul de toluidina.

E F
Figura 3 - A: Controle, 7 dias de cultura. B: CTMs com meio osteogénico, 7 dias de
cultura. C: CTMs com meio adipogénico, 7 dias de cultura. D: Controle corado, 14
dias de cultura. E: Células osteogénicas coradas com Alizarin Red, 14 dias de
cultura. F: Células adipogénicas coradas com Oil Red, 14 dias de cultura. Aumento
de 20X.

L
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3.3 Avaliagoes realizadas em cada animal

Massa inicial e final dos animais.

Massa dos musculos tibial cranial direito e esquerdo.

Perimetria dos membros posteriores direito e esquerdo.

Estudo eletrofisioldgico do MTC.

Avaliagcdo da marcha com 30, 60,90, 120,150 e 180 dias (Walking Track).
Avaliacdo automatizada da marcha com 180 dias (CatWalk).

Forgca de contragcao do musculo tibial cranial.

© N o g s DN =

Histologia do musculo tibial cranial e do nervo fibular comum.

Apos 180 dias de observacdo iniciou-se o processo de analise dos resultados.

Para todas as medi¢des optou-se por dois digitos apds a virgula.

3.3.1 Massa dos animais no inicio e no final do experimento.

Os animais foram anestesiados e as massas foram aferidas em balanga de

precisao antes do experimento e na data do sacrificio.

3.3.2 Massa dos musculos tibial cranial direito e esquerdo

Os musculos foram removidos apés todos os testes e apds o sacrificio dos

animais. Suas massas foram aferidas em balanca de precisdo e congeladas em

nitrogénio liquido.

3.3.3 Perimetria dos membros posteriores direito e esquerdo

A perimetria do membro pélvico dos animais foi obtida com os animais

acordados apos serem acomodados em uma capsula metalica com abertura

posterior para a cauda e duas aberturas laterais para fixagdo dos membros

posteriores, antes de serem anestesiados. Outra medida da perimetria foi feita, apds
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serem anestesiados, na mesma posicao, fora da capsula, pois os animais estavam
anestesiados e ndo regiram com contratura muscular o que normalmente dificulta a
medicdo da perimetria. As duas formas de se medir a perimetria do membro
posterior do animal foram realizadas na regido onde esta o muculo tibial cranial
direito afetado pela sec¢ao do nervo fibular comum. Os grupos foram comparados
quanto a possivel recuperacdo da massa muscular do musculo tibial cranial direito
através da medicao da perimetria do membro.

Um molde serviu para padronizar o posicionamento. Para este procedimento
foi usado fio de algodao e paquimetro. O fio de algodao foi envolto no centro da
perna do animal, entre as articulagdes com o fémur e com o tarso. As extremidades
do fio foram cortadas na regido em que se cruzavam, sobrando, assim, exatamente
o segmento de fio que envolveu a regiao de interesse. Esse fio foi embebido em gel

e medido com o paquimetro.

Figura 4 - A: posicionamento do animal na capsula metalica. B: molde para
posicionamento do animal.

3.3.4 Estudo eletrofisiolégico dos musuculo tibial cranial direito

Para esse estudo foi usado eletromiografo da marca Sapphire || 4ME. Apds a
anestesia, conforme descrito anteriormente, os animais foram imobilizados em
decubito ventral e foram feitas tosquia e antissepsia dos membros posteriores. A
incisdo no membro posterior direito expbs os nervos ciatico, fibular comum e tibial,

além do musculo tibial cranial.
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No centro do musculo tibial cranial foi implantado o eletrodo ativo (preto), o
eletrodo de referéncia (vermelho) foi implantado préximo ao tend&o de inser¢gao do
musculo e o eletrodo cinza (dispersivo) introduzido em um local distante da regido
do teste, no tronco. O eletrodo de estimulagdo bipolar que deflagrou o impulso
elétrico foi posicionado diretamente sobre o nervo ciatico, de modo que a
estimulacdo fosse feita proximal a neurorrafia, possibilitando a propagacédo dos
impulsos elétricos através da neurorrafia.

Os eletrodos registraram em conjunto amplitude e laténcia do potencial de

acao muscular em cada estimulo dado.

As medicdes foram realizadas em trés momentos:

1. Primeiro momento: SEIS medidas (laténcia e amplitude) com o nervo tibial
intacto.

2. Segundo momento: SEIS medidas ap6s a secgdo do nervo tibial pos
neurorrafia.

3. Terceiro momento: SEIS medidas apds a secg¢ao do nervo sural.

4. O nervo fibular comum permaneceu intacto.

Para cada momento foi escolhida a medida de maior valor da amplitude
(Maciel, 2012). Além disso, a frequéncia do estimulo foi de 1pps e duragao de

100us. A intensidade do estimulo foi fixada em 5,1 volts.

3.3.5 Avaliagao da marcha pelo teste de “Walking Track”

O teste de avalicao da marcha, “Walking Track” foi realizado no 30°, 60°, 90°,
120°, 150° e com 180° dias. Para esse teste as patas traseiras de cada animal foram
umedecidas em tinta nanquim preta e os animais andaram por um corredor de 78 X
9cm, sobre uma folha de papel branco onde ficaram impressas as marcas das patas.
Estas marcas das pegadas foram analisadas através da distancia do calcanhar aos
dedos (PL); distadncia entre o primeiro e o quinto dedos (TS) e a distancia entre o
segundo e o quarto dedos (IT). Desta forma foram avaliados o indice funcional do
nervo ciatico (IFC), o indice funcional do nervo tibial (IFT) e o indice funcional do
nervo fibular comum (IFFC) (De Medinacelli et al., 1982; Bain et al., 1989).
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Foi usada a medida de 6mm (para as distancias entre o primeiro e quinto
dedo e para a distancia entre o segundo e quarto dedo) para quando néo fosse
possivel realizar a distancia entre os dedos (De Medinacelli et al., 1982; Bain et al.,
1989)

Equacdes usadas para os calculos dos indices funcionais:

IFC = -38,3 X (EPL — NPL) + 109,5 X (ETS — NTS) + 13,3 X (ETI = NTI) - 8,8
NPL NTS NIT

IFFC =174,9 x (EPL —NPL) + 80,3 x (ETS—NTS)-134
NPL NTS

IFT =-37,2 X (EPL — NPL) + 104,4 X (ETS — NTS) + 45,6 X (ETI — NTI) - 8,8
NPL NTS NIT

NPL (“Normal print length”): tamanho da pegada, do calcanhar aos dedos do pé
normal.

EPL (“Experimental print length”): tamanho da pegada do pé experimental.

NTS (“Normal toe spread”): abertura total do pé normal ou a distancia entre o
primeiro e o quinto dedos.

ETS (“Experimental toe spread”): abertura total do pé experimental.

NIT (“Normal intermediary toe spread”): abertura entre os dedos intermediarios do pé
normal ou distancia entre o segundo e o quarto dedos.

EIT (“Experimental intermediary toe spread”): abertura entre os dedos intermediarios

do pé experimental.

Figura 5 - A: animal percorrendo o corredor. B: impressao deixada no papel.
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3.3.6 Avaliacao da marcha pelo teste de “CatWalk”

Através do CatWalk realizou-se o estudo das pegadas e marcha do animal,
de forma estatica e dinamica, baseadas em duracao, orientacdo e coordenagao dos
movimentos entre as patas. Trata-se de um sistema de analise automatizado da
marcha, no qual os animais foram colocados para andar em uma plataforma de vidro
iluminada, o contato da pata com a superficie do vidro resultou em uma imagem
nitida e brilhante da pegada.

A plataforma de vidro foi monitorizada por uma camara de video colocada sob
a plataforma e ligada a um computador equipado com um software de aquisicdo de
video e analise das pegadas.

Os critérios adotados para que uma caminhada fosse considerada adequada
para o experimento foram:

1. Que a caminhada durasse ao menos 0,50 segundos.
Que a caminhada nédo excedesse 10 segundos em tempo.
Que o numero minimo de pegadas fosse de quatro, completas.

Pegadas incompletas nesse tempo e nesse percurso foram descartadas.

o v DN

A variagao na velocidade permitida foi de 60%.
Esses critérios sao pré-estabelecidos no programa do “CatWalk” e podem ser
mudados conforme a conveniéncia de cada experimento.
A intensidade do sinal depende da area da pata em contato com a plataforma
e aumenta com a pressao aplicada pela pata.
Os parametros avaliados foram:
indice funcional do tibial
indice funcional do fibular
indice funcional do ciatico
indice de regularidade
“Stand”, fase de apoio ou duracao do contato da pata com o vidro
“Stand index ou velocidade em que a pata perde o contato

Contato ou medida da area do contato maximo

© N o g s~ 0Dd =

Intensidade maxima do contato maximo
9. Area da pegada
10. Avaliacdes de intensidade

11. “Swing” ou balango: duragdo de nao contato com o vidro
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12.“Swing speed” ou velocidade da pata durante o “swing”

13.“Stride length” ou distancia entre pegadas da mesma pata

14.“Step cycle” ou tempo em segundos entre dois contatos da mesma pata
15.“Duty cycle”: expressa a fase de apoio, € uma porcentagem do “step cycle”
16.Base de suporte

17.Posicéo das pegadas

A B
Figura 6 - A: corredor pelo qual o animal anda. B: imagem captada pela camera
abaixo do corredor.

3.3.7 Forca maxima de contragcao do musculo tibial cranial

O tendao distal do musculo tibial cranial foi seccionado na sua insergdo. Um fio
de nailon 4.0 foi suturado nesse tendédo e a outra extremidade foi amarrada a um
pequeno gancho ligado a um transdutor de forga FT03 (Grass Technologies). O
comprimento do musculo foi mantido por um pré-tensionamento com carga de 0,18N
e foi reajustado entre os testes. Este valor de pré-tensionamento foi determinado
durante a calibragado do dispositivo. Um estimulador elétrico Neurodyn de 10 canais
da (Ibramed) foi posicionado diretamente no musculo exposto. O ensaio de
contragcdo muscular consistiu de trés aplicacbes sequenciais de 1s. Um computador
registrou os picos de forga. A tensdo muscular foi reajustada entre as medicdes.

O teste de contragao tetanica foi realizado com 100mA e frequéncia de 100Hz.
Esse estimulo foi o mesmo, no musculo tibial cranial direito e no nervo fibular comum
direito em cada animal. A forca maxima de contragcdo do musculo tibial cranial direito
foi medida através da estimulagdo direta sobre o musculo tibial cranial direito e
também sobre o nervo fibular comum direito antes da neurorrafia nos grupos de 3 a

7 e sobre o coto distal do nervo fibular comum no grupo 2.
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3.3.8 Coleta das amostras e analise histolégica e morfométrica

No G1 foram coletadas a amostra do nervo fibular comum direito (N1) e os
musculos tibiais cranial direito e esquerdo (M). No G2 foram coletadas amostra do
coto proximal (N2), amostra do nervo fibular comum distal a secgédo nervosa (N1) e
0s musculos tibiais craniais direito e esquerdo (M). De G3 a G7 foram coletados o
segmento do coto proximal (N2), amostra do nervo fibular comum distal a neurorrafia
latero-terminal (N1), o segmento correspondente a neurorrafia (N3), assim como os
musculos tibiais craniais direito e esquerdo (M). Apds a coleta das pecgas, os animais
receberam dose letal de pentobarbital sédico, via intraperitoneal. As megas N1 e N3
tinham cerca de 0,5cm, N2 tinha cerca de 0,5cm incluindo tecido conjuntivo

adjacente.

Processamento das amostras dos musculos: os musculos tibiais craniais
foram congelados em nitrogénio liquido e submetidos a secgdes transversais de
7um em criostato Leica CM 1850. As secgdes foram feitas na regido central do
musculo, em sentido transversal. Foram feitos quatro cortes para a escolha do
melhor, os cortes foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

Todas as laminas foram escaneadas no scanner de Imagens Apério
ScanScope, 2003, Leica Biosystems (versdo V11.2.0.780) do Hospital AC Camargo
em Sao Paulo. Apds escaneadas, as laminas (uma para cada animal) foram
analisadas pelo programa do mesmo aparelho. Cinco campos foram escolhidos sob
o aumento de 10 vezes, um em cada quadrante e um campo central, de cada corte
histolégico, todas as fibras desses campos foram analisadas. As imagens foram
salvas e analisadas quanto as medidas de area e diametro minimo das fibras

musculares sob aumento de 20X.

Processamento das amostras de nervos: os fragmentos nervosos de N1 e
N2 foram fixados em Karnovisk e preparados através do uso de historesinas no
laboratério de patologia da UNIPEX (UNESP/Botucatu). O micrétomo fez secgdes
transversais nos fragmentos N1 e longitudinais nos fragmentos de N2 com

espessura de 0,5 micra.
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Os fragmentos nervosos submetidos a cortes longitudinais (N2) foram
corados com a coloragdo de prata de Bielschowsky. Os fragmentos nervosos
submetidos a cortes transversais (N1), foram corados com azul de toluidina a 0,25%.

Todas as laminas foram escaniadas pelo scanner de laminas Pannoramic
Viewer, 2012, 3DHISTECH Ltda. (versdo 1.15.3) do laboratorio de Patologia da
UNESP. As Iaminas foram analisadas pelo programa do mesmo equipamento.

Nas laminas digitalizadas foi feita a contagem do numero de fibras nervosas,
medida de area das fibras nervosas, area do axbénio e da bainha de mielina,
diametro minimo dos axdénios e da fibra nervosa, espessura da bainha e razdo G.
Cinco campos foram analisados em cada lamina, um em cada quadrante e um
campo central, todas as fibras nervosas nesses campos foram analisadas, em um
aumento de 400 vezes.

Os segmentos correspondentes a N3 foram fixados em formol 10%
tamponado e encaminhados ao laboratério de histologia do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP onde foram emblocadas
em parafina. Os cortes foram longitudinais de 0,3 micras.

Uma lamina corada por hematoxilina e eosina (HE) foi feita do segmento N3
de cada animal dos grupos de 3 a 7 a fim de se observar o brotamento do nervo
doador para o nervo receptor. Outras quatro laminas foram destinadas ao estudo

imunoistoquimico.

Estudo Imunoistoquimico

Cinco animais de cada grupo de 3 a 7 foram escolhidos aleatoriamente em
cada grupo. Para cada um desses animais foram confeccionadas quatro laminas,
cujos cortes foram estendidos em laminas siladas. Os anticorpos utilizados para o
estudo imunoistoquimico foram: CD105 usado para avaliar a formacao de rede de
neovasos, CD34 para avaliar a vascularizacdo existente, a proteina S100 para
avaliar a presenca de células de Schwann, CD90 usado para tentar identificar
células-tronco mesenquimais. A técnica de imunoistoquimica foi automatizada.
Protocolo da Reagao de Imunoistoquimica:
1) Desparafinizagdo em xilol, passagem em etanol e hidratagao.
2) Bloqueio da peroxidase endégena em agua oxigenada 3% por 5 minutos.
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3) Recuperagdo antigénica em citrato de sédio 0,21% (pH 6.0) em camara de
pressdo (PASCAL - DAKO) por 3 minutos.

4) Incubagao com o anticorpo primarios (CD34 1:50 BIOR BYT ORB27549), (CD105
1:100 BIOR BYT ORB10285), (S100 1:100 NOVUS BIOLOGICAL NB100-91955),
(CD90- HIS51 1:50 NOVUS BIOLOGICAL NBP200312) por 30 minutos.

5) Incubagédo com os anticorpos secundarios (Conjugado Anti-Mose/Anti-Rabbit) por
10 minutos e terciario utilizando-se o método de deteccédo por polimeros por 10
minutos (CELL MARQUE 954D).

6) Revelagdo com o cromégeno 3,3-diaminobenzidina por 5 minutos (CELL
MARQUE 957D).

7) Contra-coloragdo com hematoxilina segundo Harris por 1 minuto.

8) desidratagcao em etanol, diafanizacdo em xilol e montagem em resina sintética.

Quadro 4 - Especificacbes dos anticorpos utilizados:

AC Clone Diluicao Fabricante Imunoexpressao
Policlonal Novus
S100 1:100 Células de Schwann
de Coelho Biologicals
Endotélio
CD34 ORB27549 1:50 Biorbyt .
Vascularizacéo
Novus Células-Tronco
CD90 HIS51 1:50
Biologicals Mesenquimais
CD105 ORB10285 1:100 Biorbyt Neovascularizagao

A leitura do Estudo Imunoistoquimico e laminas coradas pela HE do
segmento N3 foi realizada por dois pesquisadores simultaneamente: a pesquisadora

principal e uma patologista (MACD), com microscopio binocular.
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Escore de Leitura do Estudo Imunoistoquimico

Para leitura do estudo imunoistoquimico utilizou-se um escore da reagédo dos
marcadores S100, CD34, CD90 e CD105. Para a intensidade a variacao foi de 0 a 3.
Para o resultado zero (0), ndo houve nenhuma reagdo. Para resultado um (1), a
reacao foi de fraca intensidade. Para dois (2), a reacao foi de moderada intensidade.
Para trés (3) a reacgao foi de forte intensidade.

Quanto a extensdo a variagao foi de 0 a 3. Considerou-se zero (0) quando
nao houve reacdo. Resultado um (1) quando a extensao foi de até um terco da
ldmina, resultado dois (2) quando a extens&o foi de um a dois tergos da lamina e

resultado trés (3) se a extensao da reacéo foi vista acima de dois tergos da lamina.

Leitura das laminas coradas em HE

Realizou-se avaliagdo morfolégica semiquantitativa de 0 a 4 cruzes para os
elementos avaliados: vasos, hemorragia, edema e reacao inflamatéria. Em que zero
(0) foi a auséncia dos elementos avaliados, um (1) quantidade discreta, dois (2)
quantidade moderada e trés (3) grande quantidade e (4) quantidade intensa dos
elementos avaliados.

Avaliou-se o tipo de células presentes na reagao inflamatéria. E na

observacao do granuloma o critério adotado foi presenga ou auséncia.
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3.4 Analise estatistica

Para a analise estatistica, os grupos foram comparados pela analise de
variancia ANOVA e, quando essa andlise detectou diferenga significativa, foi
aplicado o teste de Tukey para as comparagbes multiplas entre as médias. Foi
considerado significativo um p < 0,05.

Para a analise do numero de células encontradas nas amostras dos
segmentos do nervo fibular comum, colhidas apds a neurorrafia, usou-se o ajuste de
um modelo linear generalizado com distribuicdo binomial negativa (dados de
contagem) seguido do teste de comparagdo multipla de Wald devido a grande
dispersao dos dados.

Para a analise de area de axoénio, area da fibra nervosa, didametro minimo da
fibra nervosa, didmetro minimo do axdnio e area da mielina, usou-se a analise com
distribuicdo gama e o teste de Wald para comparagdo multipla, o mesmo para
laténcia, pois a distribuicao foi assimétrica.

Para a analise da espessura da mielina na fibra nervosa, usou-se ANOVA e
teste de Tukey, pois a distribuicdo foi simétrica.

Para a analise da razdo G foi usado o teste de KrusKal-Wallis devido a falta
de normalidade da distribuicdo, considerando-se p<0,05.

As analises de perimetro, didametro minimo e area da fibra muscular dos
musculos tibiais craniais foram feitas através de ANOVA.

No segmento de nervos da neurorrafia (N3) em que se analisou edema,
hemorragia e vasos em laminas coradas pelo HE, e, para a anélise dos resultados
das laminas estudadas através de imunoistoquimica foi utilizado o teste néao
paramétrico da Mediana, tomando-se p < 0,05 como significativo.

Para a analise do granuloma no segmento N3 usou-se teste de associagao de

Mantel-Haenszel, considerando-se p < 0,05.
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4 Resultados

Durante o experimento sete animais morreram. No grupo 1, um dos animais
foi perdido na anestesia. No grupo 2, dois animais morreram durante a anestesia.
No grupo 3, dois animais morreram: um deles durante a perimetria, dentro da
capsula o outro durante o seguimento. No grupo 4, um animal morreu durante o
seguimento. Nos grupos 5 e 6, nenhum animal foi perdido. No grupo 7, um animal

morreu durante a anestesia.

4.1 Sobre as células-tronco retiradas da gordura inguinal

Tabela 1 - Peso da gordura removida da regido inguinal, numero de células e a

viabilidade das células em cada amostra de animal do grupo 7.

Animal Peso da gordura | Células Viabilidade
inguinal (g) por amostra Celular %
1 1,16 4.106 90,90
2 1,42 2,4.10° 100
3 1,16 2,8.108 93,33
4 1,1 2,8.10° 88,89
5 1,55 4.10° 90,90
6 1 2,6.10° 86,6
7 1,5 2,8.108 82,35
8 1,5 2.10° 100
9 1,6 2,4.10° 92,4
10 1,3 1,8.10° 100
11 0,8 2,8.10° 87,50
12 1,1 3,2.108 94,12
13 1,4 1,8.10° 100
14 1,3 1,6.10° 100
15 1,1 3,4.108 89,47
16 1,1 1,6.10° 100
17 1,1 1,6.10° 88,88
18 1,3 2,2.10° 100
19 1,6 1,4.10° 100
20 1 3,2.10° 84,21
Média 1,23 g 2,5.10° 92,86%
Desvio 0,23 0,78 6,16
padrao
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Caracterizacao das células-tronco pela citometria de fluxo.

As células-tronco removidas da gordura inguinal dos 33 animais foram
caracterizadas pela citometria de fluxo para determinagcdo de seu fendtipo. O
numero de células € mostrado para cada um dos animais. Em vermelho foi calculada

a média de eventos por amostra para a citometria.

Numero de eventos analisados por animal
18000

16000
14000

12000
10000
8000
6000
4000
2000

Numero de células analisadas

Figura 7 - Grafico do numero de eventos analisados, por citometria de fluxo, na
técnica de imunofenotipagem.

Observa-se que as amostras, de cada animal, foram analisadas com um
nuamero médio de eventos (considerados células e particulas ou microagregados),
de 10.677, dentro do padrao de exceléncia para a interpretagcdo dos dados. A média
de intensidade de fluorescéncia (controle negativo) das amostras foi de 0,93%. Este
dado foi utilizado para normalizar os valores obtidos com cada marcador.

Os marcadores que caracterizaram as células-tronco estdo na figura e quadro

abaixo.
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Figura 8 - Grafico da média da intensidade de fluorescéncia (%), nas 33 amostras
analisadas. Em azul os marcadores de padrdo negativo e em vermelho os

marcadores de padrao positivo.

Quadro 5 - Avaliagédo percentual da expressao dos diferentes marcadores utilizados,
CD11b, CD31, CD34, CD40, CD44, CD45, CD71, CD73, CD90, CD105 e CD105 nas

amostras de 33 animais estudados, segundo o nivel de expressdo destes

marcadores.
Nivel de Expressao dos Alto Médio Baixo Negativo
Marcadores
MIF (%) =50 215 e <50 25 <15 <5
CONTROLE 0 0 0 33(100%)
CD11b 2(6%) 26(78,7%) 5(15,15%) 0
o9 CD31 1(3%) 17(51,5%) | 14(42,42%) 1(3%)
'® = CD34 0 0 2(6,06%) 31(93,93%)
S > CD40 0 0 0 33(100%)
o c CD44 17(51,51%) | 16(46,48%) 0 0
CD45 1(3,03% 28(84,8% 2(6,06% 2 (6,06%

MIF: % da média de imunofluorescéncia.
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A seguir, serdo apresentadas as tabelas com os diversos atributos.

Para demonstrar as comparacoes estatisticas em todos os resultados que seréo
mostrados foram usadas letras maiusculas e minusculas. Médias seguidas de
mesma letra minuscula ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5%, quando comparados os lados dentro do mesmo grupo. Médias
seguidas de mesma letra maiuscula nio diferiram significativamente pelo teste de

Tukey ao nivel de 5%, comparando os grupos entre si.

4.2 Massa dos animais no inicio e no final do experimento.

A Tabela abaixo mostra a média (g), desvio padrao, mediana, valor minimo e

maximo das massas dos animais no inicio e no final do experimento.

Tabela 2 - Massa dos animais (g) antes e apds o experimento.

Massa (g) dos animais antes | Massa (g) dos animais apés
Grupos Mediana Mediana

Média / dp min/max Média / dp min/max
G1 276,95 + 28,37 286,50 461,00 + 50,21 439,38
Controle A (189/309) | B (405/558)
G2 265,28 + 34,00 281 464,80 + 66,25 452,50
Desnervado A (187/302) | B (351/643)
G3 279,90 +29,52 | 286 467,27 + 72,99 470
Neurorrafia A (183/309) | B (325/580)
G4 271,05 + 26,14 269 490,18 + 51,62 477
Fascia A (235/309) | B (413/590)
G5 Gel de|(279,25+ 1947 281,5 492,45 + 43,27 480,5
plaquetas (239/304) | B (428/602)
G6 273,95 + 23,48 275,5 483,32 + 53,33 479
Gel e fascia A (229/312) | B (390/596)
G7 271,3 +£17,98 272 495,55 + 38,94 501,5
Célula-tronco [ A (240/301) | B (428/587)

Massa antes do experimento: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7
Massa apds o experimento: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7
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ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.

Massa (g) dos animais no inicio e no final do experimento.
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Figura 9 - Grafico da massa (g) dos animais no inicio (em azul) e no final do
experimento (em vermelho).

Os grupos de 1 a 7 nao mostraram diferenga estatistica entre si quando
comparados quanto a massa dos animais antes e apos o experimento. A massa

inicial dos animais variou de 183g a 312g, a massa final variou de 325g a 643g.



4.3 Massa dos musculos tibial cranial direito e esquedo

A Tabela abaixo mostra a média (g), desvio padrdo, mediana, valor minimo e

maximo das massas dos musculos tibiais craniais direitos (lado do experimento) e

musculos tibiais craniais esquerdos (lado normal) ao final dos experimentos.

Tabela 3 - Massa (g) dos musculos tibiais craniais direito e esquerdo.

Massa do musculo

tibial cranial direito (g)

Massa do musculo

tibial cranial esquerdo (g)

Grupos

Mediana Mediana

Média / dp Média / dp

min/max min/max
G1 0,94 + 0,11 0,94 0,90 + 0,15 0,89
Controle Aa (0,75/1,17) Aa (0,70/1,31)
G2 0,24*0,19 |0,18 0,89 *0,16 0,86
Desnervado Ca (0,09/0,78) Ab (0,60/1,20)
G3 0,550,179 | 0,55 0,87 £0,16 0,83
Neurorrafia B a (0,15/0,98) |Ab (0,57/1,23)
G4 0,64 0,18 | 0,58 0,89 0,07 0,90
Fascia Ba (0,36/0,79) |Ab (0,79/1,11)
G5 0,58+0,12 | 0,59 0,89 + 0,09 0,88
Gel de plaquetas | B a (0,26/0,79) |Ab (0,72/1,05)
G6 0,62+*0,17 |0,62 0,87 0,12 0,87
Gel e fascia Ba (0,30/ 0,92) Ab (0,65/1,10)
G7 0,680,170 | 0,68 0,88 * 0,06 0,87
Células-tronco Ba (0,46/0,97) |Ab (0,77/0,98)

Massa do musculo tibial cranial direito: G1>G3=G4=G5=G6=G7>G2
Massa do musculo tibial cranial esquerdo: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.
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Massa (g) dos musculos tibiais craniais direito e esgerdo
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Figura 10 - Grafico da massa (g) dos musculos tibiais craniais direito e esquerdo.

No grupo 1 ndo ha diferenga estatisticamente significante quanto a massa dos
musculos tibiais craniais direito e esquerdo, nos grupos de 2 a 7 a massa dos
musculos tibiais craniais direitos € estatisticamente menor que a massa dos
musculos tibiais craniais esquerdos.

Comparando os grupos quanto a massa dos musculos tibiais craniais a
direita, ha diferenga estatistica entre o grupo 1 (melhor resultado) e os demais
grupos e entre o grupo 2 (pior resultado) e os demais grupos. Os grupos de 3 a 7
nao diferiram estatisticamente entre si. Quanto & massa dos musculos tibiais craniais

esquerdos nao ha diferenga entre os grupos de 1 a 7.
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4.4 Perimetria dos membros posteriores direito e esquerdo

A Tabela abaixo mostra a média (mm), desvio padrao, mediana, valor minimo

e maximo da perimetria dos membros posteriores do animal

anestesiado.

acordado e

Tabela 4 - Perimetria (mm) dos membros posteriores com o animal acordado.

Grupos Lado direito Lado esquerdo

Médiae DP | 45,02 +7,73 Aa | 47,01 £7,52 Aa
G1 Mediana 42.8 47
Controle (Min/Max) (34,8/64,9) (35/63,5)

Média DP 37,03 £ 6,92 Ba | 48,06 * 8,26 Ab
G2 Mediana 37,6 48,55
Desnervado (Min/Max) (27,1/52,2) (32,9/64,5)

Média DP 41,44 + 7,22 Aa |4553%+718 Ab
G3 Mediana 39,5 45,5
Neurorrafia (Min/Max) (34,3/59) (37/63)

Média DP 46,96 * 4,46 Aa |51,03+5,91 Ab
G4 Mediana 47 49
Fascia (Min/Max) (38/53,8) (40,5/62,5)

Média DP 47,58 * 3,21 Aa |[49,6+4,32 Ab
G5 Mediana 47,75 48,25
Gel de plaquetas | (Min/Max) (43,5/54) (43/56)

Média DP 43,71 * 3,53 Aa |48,45+%4,40 Ab
G6 Mediana 43,55 48,5
Gel e fascia (Min/Max) (38/50) (42/62)

Média DP 45,21 £ 5,00 Aa |49,49 5,62 Ab
G7 Mediana 44,75 48
Células-tronco (Min/Max) (36/56,5) (41,8/60)

Perimetria do lado direito: G1=G3=G4=G5=G6=G7>G2

Perimetria do lado esquerdo: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se p<0,05
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Perimetria com o animal acordado e imobilizado
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Figura 11 — Grafico da perimetria (mm) dos membros posteriores com o animal
acordado.

Comparando os grupos com os animais acordados e imobilizados: para o lado
direito ndo houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais de 3 a 7 e o
grupo 1 (controle), todos com resultados melhores que o observado no grupo 2
(desnervado). Para o lado esquerdo n&do houve diferenga estatistica entre os grupos
de 1 a 7. Comparando os lados dentro do mesmo grupo, no grupo 1 o lado direito
mostrou resultado estatisticamente semelhante ao do lado esquerdo. Nos demais

grupos o lado direito mostrou resultado pior que o observado no lado esquerdo.



Tabela 5 - Perimetria (mm) dos membros posteriores com o animal anestesiado.
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Grupos Lado direito Lado esquerdo

Média DP | 49,22 + 7,93 AB a | 51,14 +7,98 B a
G1 Mediana | 51 50,9
Controle (Min/Max) | (34/62) (35,1/63,4)

Média DP | 37,50 * 5,91 D a [49,03%7,54 B b
G2 Mediana | 37,25 48,95
Desnervado (Min/Max) | (27,9/52,1) (34,9/68)

Média DP | 42,23 * 5,99 CD a |48,38%5,44 Bb
G3 Mediana |43,5 47,58
Neurorrafia (Min/Max) | (32,3/50) (40,5/60)

Média DP | 49,84 * 4,81 A a |57,29+6,04 Ab
G4 Mediana 50,5 56,5
Fascia (Min/Max) | (37,5/59) (48,5/66)

Média DP | 45,40 + 5,40 ABCa |52,79+490 ABbD
G5 Mediana | 45,85 52,75
Gel de plaquetas | (Min/Max) | (31,5/53) (40/63)

Média DP | 42,46 + 3,34 CD a (4936447 B b
G6 Mediana 42 49,5
Gel e fascia (Min/Max) | (38/51) (42/57)

Média DP | 44,3 + 5,21 BC a [50,11+460 B b
G7 Mediana | 44,25 49,3
Células-tronco | (Min/Max) | (36/56,8) (43/60)

Perimetria a direita: G4=G1=G5>G2; G1=G5=G7>G2; G2=G3=G6; G3=G5=G6=G7
Perimetria a esquerda: G4>G1=G2=G3=G6=G7; G4=G5; G5=G1=G2=G3=G6=G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.
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Figura 12 — Grafico da perimetria (mm) dos membros posteriores com o animal
anestesiado.

Comparando os grupos quanto a perimetria no lado direito com os animais
anestesiados: o grupo 2 (desnervado) apresentou resultados estatisticamente
semelhantes aos resultados dos grupos 3 e 6, os piores resultados. Os grupos 1
(controle da normalidade), 4 e 5 ndo diferiram estatisticamente entre si. Os grupos 3,
5, 6 e 7 nao diferiram estatisticamente entre si. O grupo 7 apresentou resultados
semelhantes aos observados nos grupos 1 e 5.

Quanto ao lado esquerdo, os grupos 4 e 5 apresentaram os melhores
resultados. Os grupos 1, 2, 3, 5, 6 e 7 n&o diferiram estatisticamente entre si.

Comparando os lados no mesmo grupo, no grupo 1 (controle) ndo houve
diferenca estatistica entre os lados. Nos demais grupos, o lado direito apresentou

resultado inferior que o observado no lado esquerdo.



4.5

Estudo eletrofisiolégico do musculo tibial cranial direito
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A Tabela abaixo mostra a comparagao entre os grupos quanto a laténcia e

amplitude.

Tabela 6 - Teste eletrofisiologico com os nervos e neurorrafia mantidos.

Grupos Laténcia (ms) Amplitude (mV)
G1 Média DP 2,263+1,56 A (10,60+6,49 A
Controle Mediana (Min/Max) | 1,67 (1,5/8,5) 10,95 (0,46/24,6)
G2 Média DP 3,90 + 2,37 B (1370248 C
Desnervado Mediana (Min/Max) | 3,26 (1,54 /8,88) | 0,415 (0,29/10,1)
G3 Média DP 1,94+ 0,73 A [893+6,89 AB
Neurorrafia Mediana (Min/Max) | 1,71 (1,52/4,68) 6,59 (0,44/22,8)
G4 Média DP 2,24 + 0,51 A [895+378 AB
Fascia Mediana (Min/Max) | 2,14 (1,56/3,2) |9,89 (2,15/15,9)
G5 Média DP 2,09 + 0,61 A |697%*377 AB
Gel de plaquetas | Mediana (Min/Max) | 1,97 (1,54/3,7) 5,55 (2,86/16,5)
G6 Média DP 1,987+048 A [584+224 B
Gel e fascia Mediana (Min/Max) | 1,87 (1,52/3,14) 5,47 (1,86/10,9)
G7 Média DP 2,06 £ 0,55 A (614*264 B
Células-tronco | Mediana (Min/Max) | 1,86 (1,52/3,26) 5,57 (1,34/10,8)

Laténcia: G1=G3=G4=G5=G6=G7>G2
Amplitude: G1=G3=G4=G5>G2; G3=G4=G5=G6=G7>G2; G1>G6=G7>G2
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.
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Laténcia e Amplitude com todos os nervos mantidos
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Figura 13 — Laténcia e amplitude com os nervos e neurorrafia mantidos conforme o
experimento para cada grupo.

Na avalicdo eletrofisioldgica, com todos os nervos e neurorrafia mantidos,
quando sdo comparados os grupos quanto a laténcia, todos os grupos de 3 a 7
diferiram do grupo 2 (desnervado), com o pior resultado e nao diferiram entre si ou
do grupo 1 (controle da normalidade). Quanto a amplitude, todos os grupos diferiram
do grupo 2, que apresentou o pior resultado. Os grupos 3, 4 e 5 néo diferiram
estatisticamente do grupo 1, os grupos 6 e 7 diferiram do grupo 1, mas n&o diferiram

estatisticamente dos grupos 3, 4 e 5.



Tabela 7 - Teste eletrofisiologico com secg¢ao do nervo tibial, distal a neurorrafia.
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Grupos Laténcia (ms) Amplitude (mV)
G1 Média DP 217+1,27 CD |9,87+5,07 A
Controle Mediana (Min/Max) | 1,65 (1,52/7) 10,55 (0,49/19,6)
G2 Média DP 434+281 A 1,25+1,58 B
Desnervado Mediana (Min/Max) | 3,99 (1,52/11,6) 0,539 (0,29/6,32)
G3 Média DP 3,22+268 B 7,93+599 A
Neurorrafia Mediana (Min/Max) | 2,27 (1,58/9,94) 6,86 (0,44/17,6)
G4 Média DP 192+0,36 D 8,78+3,81 A
Fascia Mediana (Min/Max) | 1,8 (1,54/2,94) 8,18 (2,27/19,4)
G5 Gel de | MédiaDP 256+0,79 BC |716*424 A
plaquetas Mediana (Min/Max) | 2,36 (1,84/4,6) 6,95 (0,83/17,2)
G6 Média DP 278*1,42 B 6,69+274 A
Gel e fascia Mediana (Min/Max) | 2,36 (1,8/8,42) 6,52 (1,54/12,8)
G7 Média DP 231+1,09 CD |6,20x297 A

Células-tronco

Mediana (Min/Max)

1,98 (1,56/5,32)

6,01 (1,39/11,7)

Laténcia: G2 >G3=G5=G6>G4; G4=G7=G1; G5=G1=G7
Amplitude: G1>G3=G4=G5=G6=G7>G2
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparag¢ao, admitindo-se p<0,05.
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Laténcia e amplitude apos a secg¢ao do nervo tibial
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Figura 14 — Grafico do teste eletrofisiolégico com sec¢ao do nervo tibial, distal a
neurorrafia.

Nos resultados do teste eletrofisioldgico com o nervo tibial seccionado, quanto
a laténcia, todos os grupos diferiram estatisticamente do grupo 2 (pior resultado). Os
grupos 4, 5 e 7 sao estatisticamente semelhantes ao grupo 1 (controle de
normalidade), os grupos 3, 5 e 6 sdo semelhantes entre si e os grupos 3 e 6
diferiram do grupo 1. Quanto a amplitude, todos os grupos diferiram do grupo 2 (pior

resultado) e nao diferiram estatisticamente entre si ou do grupo 1.



Tabela 8 - Teste eletrofisioldgico com secg¢ao dos nervos tibial e sural.
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Células-tronco

Grupos Laténcia (ms) Amplitude (mV)
G1 Média DP 2,02+054 C 9,66+£494 A
Controle Mediana (Min/Max) | 1,72 (1,52/3,16) 10,08 (0,88/18,5)
G2 Média DP 562+3,14 A 091+152 C
Desnervado Mediana (Min/Max) | 5,58 (1,52/9,72) 0,44 (0,00/6,67)
G3 Média DP 234+134 B 8,93+563 AB
Neurorrafia Mediana (Min/Max) | 1,98 (1,58/7,3) 6,47 (0,37/17,7)
G4 Média DP 1,96+0,37 C 8,86+3,36 AB
Fascia Mediana (Min/Max) | 1,86 (1,58/3,02) 7,93 (4,3/18,5)
G5 Gel de | MédiaDP 260+1,05 B 7,37+t441 AB
plaquetas Mediana (Min/Max) 2,34 (1,84/6,68) 7,52 (1,1/18,1)
G6 Média DP 266+1,03 B 6,99+293 AB
Gel e fascia Mediana (Min/Max) | 2,42 (1,76/6,44) 6,84 (1,12/13,4)
G7 Média DP 230+1,02 BC |567+289 B

Mediana (Min/Max)

1,96 (1,64/5,28)

5,91 (0,70/11,2)

Laténcia: G2 >G3=G5=G6>G1=G4; G7=G4=G1; G7=G6=G5=G3
Amplitude: G1=G3=G4=G5=G6>G2; G3=G4=G5=G6=G7>G2; G1>G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.
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Laténcia e amplitude apos secc¢ao dos nervos tibial e sural
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Figura 15 — Gréfico do teste eletrofisiolégico com sec¢&o dos nervos tibial e sural.

Na avaliacdo eletrofisioldgica com apenas o nervo fibular comum mantido,
quando a laténcia, os grupos 1 (controle da normalidade), 4 e 7 apresentam os
melhores resultados, os grupos 7, 3, 5 e 6 n&o diferiram estatisticamente entre si, o
grupo 2 (desnervado) apresenta o pior resultado. Quanto a amplitude, o grupo 2
apresenta o pior resultado, os grupos 1, 3, 4, 5 e 6 apresentam resultados
estatisticamente semelhantes, assim como os grupos de 3 a 7. O grupo 7 foi o unico
grupo entre os grupos experimentais que apresentou resultado inferior ao do grupo
1.
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G7>G2

G7>G2

G3=G4=G5=G6=G7
G3=G4=G5=G6=G7
G6>G2; G7=G3=G5=G6; G2=G3=G4=G5; G3=G4=G5=G6

G4=G5=G6

G1>G3=G7>G6; G2=G3=G4=G5=G7; G6=G2=G4=G5

G1>G2
G1>G2
G1> G3=G5=G6
G1>G3

G1>G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se p<0,05.
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Figura 16 — Grafico do indice funcional do nervo ciatico com intervalos de 30 dias.

Na avaliagdo da marcha com 30 dias, todos os grupos diferiram
estatisticamente do grupo 1 (controle de normalidade com melhor resultado), apenas
os grupos 3 e 7 diferiram estatisticamente do grupo 2 (desnervado).

Aos 60 e 90 dias todos os grupos diferiram estatisticamente do grupo 1
(controle) e nenhum deles diferiu do grupo 2 (desnervado).

Com 120 e 150 dias os grupos experimentais de 3 a 7 diferiram
estatisticamente dos grupos 2 (pior resultado) e 1 (melhor resultado).

Aos 180 dias todos os grupos diferiram do grupo 1 (controle, com o melhor
resultado) e apenas os grupos 6 e 7 apresentam resultados estatisticamente
superiores ao do grupo 2 (desnervado). Entre os grupos experimentais de 3 a 7,
apenas o0s grupos 7 e 4 diferiram entre si, 0 grupo 7 mostrou resultado superior ao

observado no grupo 4.
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Tabela 10 - Indice funcional do nervo tibial.
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=G4=G5

G5>G2; G3=G4=G5=G6; G3=G4=G2; G7>G3

G4=G5=G6
G1>G2= G3=G4=G5=G6=G7

G1>G5=G6
G1>G3

G7>G2
G7>G2; G3=G4=G5=G6=G7; G4=G2

G7>G2; G3=G4=G2

G6>G2=; G6

G5=G6

G1>G3=G7>G6; G2

G1>G3=G5=G6

G1>G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparag¢ao, admitindo-se p<0,05.

W1
W2
W3
W4
W5
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Figura 17 — Grafico do indice funcional do nervo tibial com intervalos de 30 dias.

Quanto ao indice funcional do nervo tibial, na avaliacdo de trinta dias, os
grupos experimentais de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente do grupo 2
(desnervado) e diferiram do grupo 1 (grupo controle, com o melhor resultado). O
grupo 6 apresentou resultado inferior ao observado nos grupos 3 e 7.

Na avalicdo de 60 dias, nenhum dos grupos experimentais de 3 a 7 diferiram
do grupo 2 (desnervado) e todos diferiram do grupo 1 (controle, com o melhor
resultado).

Aos noventa dias, o grupo 1 tem o melhor resultado, os grupos experimentais
de 3 a 7 nao diferiram entre si, mas os grupos 5, 6 e 7 diferiram do grupo 2
(desnervado).

Aos 120 dias os grupos 3, 5, 6 e 7 diferiram do grupo 2 e também do grupo 1
(controle, com o melhor resultado), o grupo 4 nao foi avaliado aos 120 dias.

Aos 150 dias os grupos de 3 a 7 n&o diferiram entre si, 0 grupo 4 nao diferiu
do grupo 2 (desnervado). Todos mantém a diferenga estatistica do grupo 1, controle
e com o melhor resultado.

Na ultima avalicdo, com 180 dias, os grupos 6 e 7 nao diferiram entre si, os
grupos 3, 4, 5 e 6 nao diferiram entre si, 0 grupo 7 apresentou resultado superior ao
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observado nos grupos de 2 a 5. Todos os grupos diferiram do grupo 1 (controle,

com o melhor resultado) e os grupos 3 e 4 nao diferiram do grupo 2 (desnervado).
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Tabela 11 - Indice funcional do nervo fibular comum.
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G4=G2

G7>G2; G3=G4=G5>G2; G6=G7>G4

G6>G2; G1=G7>G2

G7>G2; G3

G7>G2; G7=G3=G4=G5=G6

G6>G2; G1=G7>G2; G5=G6=G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se

p<0,05.

G2

G4=G5=G6=G7; G5=G6

G6>G2; G1

G4=G5

G1>G3=G5=G6=G7>G2; G4

G1>G3
G1>G3=G5=G6

G1>G3=G5
G1>G3=G4=G5

G1>G3

W1
W2
W3
W4
W5
W6
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Figura 18 — Grafico do Indice funcional do nervo fibular comum com intervalos de 30
dias.
Com 30 dias, a avaliagao da marcha mostrou que os grupos experimentais de

3 a 7 nao diferiram estatisticamente entre si, todos diferiram do grupo 1 e apenas o
grupo 4 nao difere estatisticamente do grupo 2 (desnervado).

Com 60 dias, os indices do nervo fibular comum s&o estatisticamente
semelhantes entre os grupos de 3 a 7, todos estes grupos diferiram do grupo 1 e os
grupos 3 e 4 nao diferiram estatisticamente do grupo 2.

Com 90 dias, a avaliacdo dos indices mostra que todos o0s grupos
experimentais de 3 a 7 diferiram do grupo 1 e também diferiram do grupo 2, e os
grupo 6 e 7 diferiram do grupo 4.

Com 120 dias, todos os grupos diferiram do grupo 2 (desnervado). Os grupos
experimentais nao diferiram estatisticamente entre si, mas apenas o grupo 7 nao
difere estatisticamente do grupo 1, o grupo 4 néo foi avaliado aos 120 dias. Com 150
dias, este mesmo resultado se mantém.

Aos 180 dias apenas o grupo 7 tem valores estatisticamente semelhantes ao
grupo 1 (controle). Os grupos 5, 6 e 7 nao mostram diferenga estatistica entre si. Os
grupos de 3 a 6 ndo mostram diferenga entre si, todos diferiram estatisticamente do

grupo 2.
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4.7 Avaliagcao da marcha pelo teste de “CatWalk”

As Tabelas e graficos abaixo mostram os resultados obtidos através do
“CatWalk”. Os grupos foram comparados entre si, letras diferentes mostram
resultados estatisticamente diferentes, letras iguais mostram resultados
estatisticamente iguais, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%, para todos os testes
realizados pelo “catWalk” abaixo descritos.

indices funcionais dos nervos tibial e ciatico com os valores encontrados nos
testes, e numero de animais cujas imagens foram captadas pelo programa com
clareza suficiente para que se pudesse aferir a medida entre os dedos, em cada

grupo:

Tabela 12 - indice funcional do nervo ciatico.

Indice funcional do nervo ciatico

G5 G6 G7
Grupos g1 G2 G3 , G,4 . Gel de | Gel e | Células-

ontrole | Desnervado | Neurorrafia | Fascia .

plaquetas fascia tronco

Média 2,13 -17,02 | -27,10 -12,35 | -19,10
A A A A A

Desvio 17,77 28,05 | 19,89 33,47 |22,15
padrao
Numero g 3 6 3 3
de animais

G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Tabela 13 - indice funcional do nervo tibial.

Indice funcional do nervo tibial.
G7
Grupos g1 G2 G3 . G,4 : ge? de ((';‘;e? e | Células-
ontrole | Desnervado | Neurorrafia | Fascia plaquetas fascia tronco

2,62 -17,95 | -29,14 -23,62 | -17,56
Média A A A A A
Desvio
padrao 19,46 30,16 | 21,41 38,18 | 23,45
Numero de
animais 8 3 6 3 3

G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Nao houve diferenga entre os grupos 4 a 7 e o grupo 1 quanto ao indice
funcional do nervo tibial e o indice funcional do nervo ciatico medidos através do

“CatWalk”. Nao foi possivel calcular os indices nos grupos 2 e 3, pois 0 programa



109

nao registrou imagens que permitissem a medida entre os dedos nos animais

desses grupos.

Sao0 mostrados os resultados dos indices funcionais dos nervos tibial e ciatico

com a admissao de que os valores das medidas entre os dedos fosse 0,6cm para os

animais em que essa medida ndo foi aferida pelo programa do “CatWalk”, (De
Medinacelli et al., 1982 e Bain et al., 1989).

Tabela 14 - indice funcional do nervo ciatico com 0,6 cm para medidas entre os
gedos, analisado pelo “CatWalk”.
Indice funcional do nervo ciatico
G5 G6 G7
Grupos goltrole DGezsnervado NGe?Jrorrafia Sé:cia Gel de | Gel e | Células-
plaquetas fascia tronco
9,183 |-52,82 -35,13 -30,15 | -59,98 -35,74 | -28,41
Média A B B B B B AB
DP 23,97 | 27,25 34,24 40,49 |41,76 28,46 | 30,55
Numero de
animais 14 18 16 17 19 16 13
G1=G7; G1>G2=G3=G4=G5=G6; G7=G2=G3=G4=G5=G6
indice funcional do nervo ciatico
-
0 =G
-10 nG2
-20 uG3
G4
-30
G5
-40 m G6
-50 nG7
-60

Grupos

Figura 19 — Grafico do Indice funcional do nervo ciatico, com 0,6cm para medidas
entre os dedos, analisado pelo “CatWalk”.

Quanto ao indice funcional do nervo ciatico, os grupos de 2 (desnervado) a 7

nao diferiram estatisticamente entre si.

estatisticamente semelhante ao observado no grupo 1 (controle).

Apenas o grupo 7 apresentou resultado
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Tabela 15 - indice funcional do nervo tibial com 0,6cm para medidas entre os dedos,
analisado pelo “CatWalk”.

indice funcional do nervo tibial

G5 G6 G7
Grupos 81 G2 G3 . G',4 , Gel de | Gel e | Células-
ontrole | Desnervado | Neurorrafia | Fascia .
plaquetas fascia tronco
Média 13,22 | -56,47 -36,63 -33,35 | -68,36 -48,65 | -35,39
A B B B B B B
DP 31,17 | 29,25 33,15 42,08 | 42,26 32,83 | 33,06
Numero de |, 18 16 17 19 16 13
animais
G1>G2=G3=G4=G5=G6=G7
indice funcional do nervo tibial
20
o>
0 nG2
-10
uG3
-20 |
-40 G5
-50 uG6
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-70
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Figura 20 — Grafico do indice funcional do nervo tibial, com 0,6 cm para medidas
entre os dedos, analisado pelo “CatWalk”.

Quanto ao indice funcional do nervo tibial, o melhor resultado foi visto no

grupo 1. Os grupos de 2 (desnervado) a 7 nao diferiram estatisticamente entre si e

mostraram resultados inferiores ao observado no grupo 1 (controle).

Foi possivel calcular o indice funcional do nervo fibular comum para mais

animais, pois esse indice independe das medidas intermediarias entre os dedos

desses animais. Valores obtidos apenas pelo programa do “CatWalk”.
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Tabela 16 - indice funcional do nervo fibular comum, com 0,6 cm para medidas entre
os dedos, analisado pelo “CatWalk”.

indice funcional do nervo fibular comum
G5 G6 G7
Grupos goltrole g‘ezsnervado NGe?Jrorrafia I(:;é:cia Gel de | Gel e | Celulas-
plaquetas fascia tronco
Média 38,07 |-156,14 |-86,47 -116,86 | -47,50 -23,03 | -34,75
A C ABC BC ABC AB ABC
DP 75,20 | 96,69 100,96 86,57 157,30 146,51 | 83,04
Numero de | 1, | 45 16 17 19 16 13
animais

G1=G3=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G6=G7; G1>G4=G2

indice funcional do nervo fibular comum

20
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-40 mG3
-60 G4
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-100
-120 = GG
-140 nG7

-160
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Figura 21 - Gréfico do indice funcional do nervo fibular comum pelo “CatWalk”.

Quanto ao indice funcional do nervo fibular comum, os grupos de 3 a 7 néo
diferiram estatisticamente entre si. Apenas os grupos 1 e 6 apresentaram resultados
estatisticamente superiores ao resultado do grupo 2 (desnervado). O grupo 4
mostrou resultado estatisticamente inferior ao resultado do grupo 1 (controle), os
demais grupos de 3 a 7 mostraram resultados estatisticamente semelhantes ao do

agrupo 1.



Outros parametros calculados pelo “CatWalk”
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Para os proximos parametros de analise, 0 numero de animais em cada grupo

foi o seguinte: em G1, 14 animais; em G2, 18 animais; em G3, 16 animais; em G4,

17 animais; em G5, 19 animais; em G6, 16 animais e G7, 13 animais.

Tabela 17 — indice de regularidade.

Indice de regularidade
G5 G6
G1 G2 G3 G4 G7
Grupos Controle Desnervado Neurorrafia | Fascia Slglquetaie gzlcia € | células-tronco
Média 94,28 46,28 67,34 70,90 | 85,72 83,43 | 80,19
A B AB AB A A A
DP 8,91 26,07 37,07 26,87 | 26,60 21,99 | 20,35

G1=G5=G6=G7>G2;

G2=G3=G4; G3=G4=G1=G5=G6=G7

Quanto ao indice de regularidade os grupos de 3 a 7 nao diferiram

estatisticamente do grupo 1 (controle da normalidade) e n&o diferiram entre si. Os

grupos 3 e 4 nao diferiram estatisticamente do grupo 2 (desnervado).

Tabela 18 - Intensidade maxima da pegada completa.

Intensidade maxima da pegada completa

G3 G5 G6 G7
Grupos 21 G2 Neurorrafi G,4 | Gel de | Gel e | Células-

ontrole | Desnervado Fascia .
a plaquetas fascia tronco
103,37 | 73,27 80,65 82,31 | 87,96 96,90 94,79

Média A C BC BC BC AB BC
DP 10,98 | 15,09 18,39 23,63 | 15,50 26,70 11,94

G1=G6>G2; G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G7

Quanto a intensidade maxima da pegada completa, os grupos de 3 a 7 nao

diferiram estatisticamente entre si. Os grupos 3, 4, 5 e 7 apresentaram resultados

estatisticamente semelhantes ao do grupo 2 (desnervado), e inferior ao do grupo 1

(controle). O grupo 6 apresentou resultado estatisticamente superior ao do grupo 2

(desnervado) e estatisticamente semelhante ao do grupo 1.
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Tabela 19 - “Stand” ou fase de apoio, traduz a sequéncias de passos normais.

“Stand” ou fase de apoio
G1 G2 G3 ca |85  Iae G7
Grupos Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia pI:quetas e Gel e fascia | Células-tronco
125,48 | 51,81 69,38 75,66 | 86,26 112,86 107,54
Média A B AB AB AB AB AB
DP 37,18 | 55,07 45,92 53,90 | 28,48 111,85 47,36

G1>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto a fase de apoio os grupos de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente

entre si e nem dos grupos 1 e 2.

Tabela 20 - “Stand index” ou indice da fase de apoio.

“Stand index”
G1 G2 G3 G4 |G5 G6 |G7
c ' - Gel de | Gel e | Células-
Grupos ontrole | Desnervado | Neurorrafia | Fascia plaquetas | fascia tronco
93,92 221,21 168,65 | 146,69 | 163,05 | 115,67 | 120,77
Media A A A A A A A
DP 38,92 |321,49 164,48 | 111,31 | 75,39 145,85 | 81,25

G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto ao indice da fase de apoio os grupos de 1 a 7 nao diferiram

estatisticamente entre si.

Tabela 21 - “Print area” ou area de contato, € a area de impressao da pegada.

“Print area” (cm?) ou area de contato

G1 G2 G3 G4 G5 |86 G7
Grupos Controle Desnervado Neurorrafia | Fascia plgquetase fézcia © Células-tronco
114,25 | 36,49 57,98 51,90 67,81 100,89 | 78,51
Média A B AB AB AB AB AB
DP 33,92 56,06 50,01 44 97 52,84 121,58 | 39,31

G1>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G;

G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto ao “print area” os grupos de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente entre

si e nem dos grupos 1 e 2.
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Tabela 22 - “Max contact area” (cm?) ou area do contato maximo.

“Max contact area” (cm?)

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos | Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
114,41 | 31,54 52,84 53,3 | 70,03 103,15 76,97
Média A B AB AB AB A AB
DP 31,56 | 41,79 42,06 46,3 | 60,12 142,60 30,41

G1=G6>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G7

Tabela 23 - "“Max contact, max intensity” ou intensidade maxima no contato maximo.

“Max contact, max intensity”

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
101,50 | 76,11 85,27 87,99 | 90,25 99,77 93,31
Média | A B AB AB AB A AB
DP 10,36 | 14,01 19,18 25,66 | 17,55 24,00 11,71

G1=G6>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G7

Tabela 24 - “Max contact, mean Intensity” ou intensidade média no contato maximo.

“Max contact, mean Intensity”

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Gru POS | Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
100,16 | 90,58 94,14 97,68 | 95,07 102,29 96,94
Média | A B AB AB AB A AB
DP 419 10,66 10,63 | 14,05 | 11,70 13,28 10,43

G1=G6>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G7

Quanto a area de contato maximo, intensidade maxima no contato maximo e
intensidade média no contato maximo, os grupos de 3 a 7 nao diferiram
estatisticamente entre si e nem do grupo 1 (controle). O grupo 6 foi o unico grupo de
3 a 7 a apresentar resultado estatisticamente superior ao observado no grupo 2. Os
demais grupos experimentais de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente do grupo 2

(desnervado).




Tabela 25 - “Swing” (s): tempo sem contato da pata com o vidro.

115

“Swing”
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos | controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
114,89 | 125,05 123,96 | 129,60 | 140,70 159,41 211,74
Média B B AB AB AB AB A
DP 48,70 | 72,08 74,04 75,18 | 59,44 61,95 136,80

G7>G1=G2; G1=G2=G3=G4=G5=G6; G7=G3=G4=G5=G6

Quanto ao “swing”, os grupos de 3 a 7 nado diferiram entre si, o grupo 7 diferiu

dos grupos 1 e 2, com valores maiores que os grupos 1 e 2.

Tabela 26 - “Swing speed” (cm/s) velocidade da fase do “swing”.

“Swing speed”
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
116,25 | 54,49 64,81 67,29 | 69,29 78,50 75,36
Média | A B AB AB AB AB AB
DP 4499 | 86,73 50,79 27,55 | 28,55 61,75 26,05

G1>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto ao “swing speed” os grupos de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente

entre si e nem dos grupos 1 e 2.

Tabela 27 - “Stride length” (cm) ou distancia de pegadas de uma mesma pata.

“Stride length”
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
GI'UPOS Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
129,27 | 51,49 76,63 86,94 | 92,47 119,07 126,63
Média | A B AB AB AB A A
DP 49,07 | 37,99 47,94 50,92 | 39,87 109,41 62,43

G1=G6=G7>G2; G1=G3=G4=G5=G6=G7; G2=G3=G4=G5

Quanto ao “stride length”, os grupos de 3 a 7 n&o diferiram entre si, os grupos

6 e 7 nao diferiram do grupo 1 (controle) e apresentam melhor resultado que o visto

no grupo 2 (desnervado). Os grupos 3, 4 e 5 nao diferiram dos grupos 1 e 2.
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Tabela 28 - “Step cycle” (s) ou tempo em segundos entre dois contatos da mesma
pata.

“Step cycle”
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos | controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
123,64 | 100,26 86,40 86,61 | 89,80 107,34 130,11
Média A A A A A A A
DP 40,36 | 154,68 |60,94 | 54,95 30,70 83,81 55,28

G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto ao “step cycle” ndo houve diferenga entre os grupos de 1 a 7.

Tabela 29 - “Duty cycle” (%), expressa a fase de apoio como porcentagem do ciclo
de passos.

“Duty cycle”
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos Controle | Desnervado | Neurorrafia | Fascia | Gel de plaquetas | Gel e fascia | Células-tronco
113,97 | 104,53 87,76 85,19 | 85,46 83,83 86,65
Média | A A A A A A A
DP 29,94 | 109,61 4477 16,90 | 11,11 9,97 32,23

G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Quanto ao “duty cycle” ndo houve diferenga entre os grupos de 1 a 7.




Tabela 30 - “Print positions”

“Print position“

G1 Lado direito Média / dp 121/1,53 | AB
Controle Lado esquerdo Média/dp | 0,65/009 |A
G2 Lado direito Média / dp 4387461 |A
Desnervado Lado esquerdo Média / dp 2,40/2,00 |A
G3 Lado direito Média / dp 2217498 |AB
Neurorrafia Lado esquerdo Média/dp | 2,98/4,00 | A
G4 Lado direito Média / dp 3,85/3,73 | AB
Fascia Lado esquerdo Média / dp 1,58/251 |A
G5 Lado direito Média / dp 2421426 |AB
Gelde plaquetas - 4 e squerdo Média / dp 1,80/3,02 |A
G6 Lado direito Média / dp 0,30/1,87 |B
Fascia e gel Lado esquerdo Média/dp | 1,69/1,96 | A
G7 Lado direito Média / dp 0,50/2,61 | AB
Células-tronco Lado esquerdo Média / dp 341/349 |A

Lado direito: G1=G2=G3=G4=G5=G7; G2>G6; G6=G1=G3=G4=G5=G7
Lado esquerdo: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7
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Quanto a avaliagado da posigao das patas, comparando os grupos quanto as

patas do lado esquerdo, os grupos de 1 a 7 nao diferiram entre si; quanto as patas

do lado direito, os grupos de 1 a 7 nao diferiram entre si, 0 grupo 6 mostrou valores

menores que o encontrado no grupo 2.



Tabela 31 - “Base of suport”.

“Base of support”

G1 Pata dianteira Média / dp 3,05/0,77

Controle Pata traseira Média / dp 5,23 /0,80 B
G2 Pata dianteira Média / dp 2,65/0,62
Desnervado Pata traseira Média / dp 6,32/1,13 A
G3 Pata dianteira Média / dp 2,62/0,68
Neurorrafia Pata traseira Média / dp 6,06 /1,14 AB
G4 Pata dianteira Média / dp 2,75/0,69

Fascia Pata traseira Média / dp 6,54 /1,05 A
G5 Pata dianteira Média / dp 2,29/1,07

Gel de plaquetas | Pata traseira Média / dp 6,15/0,82 AB
G6 Pata dianteira Média / dp 2,67 /0,63

Fascia e gel Pata traseira Média / dp 6,62/0,84 A
G7 Pata dianteira Média / dp 2,68/0,44
Células-tronco Pata traseira Média / dp 6,29 0,88 AB

Pata dianteira: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7

Pata traseira: G1<G2; G1=G3=G5=G7; G2=G3=G4=G5=G5=G7

118

Quanto ao “Base of suport” os grupos de 1 a 7 ndo diferiram entre si, quanto a

pata dianteira. Quanto a pata traseira, os grupos de 3 a 7 ndo diferiram entre si, os

grupos 4 e 6 apresentaram valores maiores que o observado no grupo 1.
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Forgca maxima de contragao do musculo tibial cranial

A Tabela abaixo mostra a comparagao entre os grupos quanto a resposta de

forga contratil (N) do musculo tibial cranial apos estimulo no musculo € no nervo

fibular.

Tabela 32 — Média (N) e mediana da forgca maxima de contragdo do musculo tibial

cranial com o estimulo feito no nervo fibular comum ou no préprio musculo.

Grupos Estimulo no nervo Estimulo no musculo
G1 Média DP 1,041 £ 0,40 AB 0,96 + 0,30 B
Controle Mediana (Min/Max) | 1,06(0,29/2,1) 0,95(0,5/1,87)

G2 Média DP 0,45+ 0,20 D 0,60 + 0,25 C
Desnervado | Mediana (Min/Max) | 0,43(0,03/0,78) 0,51(0,16/1,07)

G3 Média DP 0,91 £ 0,25 AB 0,96 + 0,24 B
Neurorrafia | Mediana (Min/Max) | 0,89(0,42/1,7) 0,96(0,51/1,65)

G4 Média DP 1,06 + 0,20 A 1,24 + 0,33 A
Fascia Mediana (Min/Max) | 1,03(0,66/1,66) 1,16(0,7/1,96)

G5 Média DP 0,69 0,24 C 0,90 0,17 B
Gel de | Mediana (Min/Max) | 0,71(0,3/1,53) 0,89(0,61/1,55)
plaquetas

G6 Média DP 0,90 + 0,26 B 0,99 + 0,30 B
Fascia e gel | Mediana (Min/Max) | 0,87(0,46/1,7) 0,91(0,51/1,74)

G7 Média DP 1,04 £ 0,32 A 1,08 £ 0,27 B
Célula- Mediana (Min/Max) | 1,06(0,44/1,95) 1,15(0,49/1,53)
tronco

Estimulo no nervo: G4=G7>G6>G5>G2; G1=G3=G4=G7>G5>G2; G1=G3=G6>G5>G2
Estimulo no musculo: G4>G1=G3=G5=G6=G7>G2
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparag¢ao, admitindo-se p<0,05.
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Forga de contragao maxima do Musculo Tibial Cranial direito
apos estimulo no Nervo Fibular Comum

14 ou no Musculo Tibial Cranial

1,2
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0,2
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M Forca de contracdo maxima com estimulo no nervo fibular comum
W Forga de contragdo mdaxima com estimulo no musculo tibial cranial

Figura 22 — Grafico da média (N) da forca maxima de contragdo do musculo tibial
cranial direito apds estimulo direto no musculo tibial cranial direito ou no nervo fibular
comum conforme o grupo.

Quanto a forca maxima de contragdo do musculo tibial cranial direito, com o
estimulo no nervo fibular comum, os grupos 3, 4, 6 e 7 nao diferiram
estatisticamente do grupo 1 (controle), o grupo 2 apresentou a menor média,
seguido pelo grupo 5. Quando o estimulo foi realizado no musculo tibial cranial, os
grupos 3, 5, 6 e 7 nao diferiram estatisticamente do grupo 1. Os grupos 2 e 4
diferiram de todos os outros, o grupo 2 possui a menor média (desnervado) e o
grupo 4 a maior meédia.

No grupo 2 (desnervado) o estimulo foi dado no coto distal do nervo fibular
comum que havia sido suturado com um fio de nailon preto 4.0 na musculatura

adjacente e foi facilmente encontrado, mesmo com degeneragao evidente.
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4.9 Anadlise histolégica e morfométrica de musculos e nervos

4.9.1 Morfologia e morfometria dos musuculos tibias craniais

As fibras musculares no grupo 1 apresentam formato poligonal, nucleos em
posicao periférica e pouco tecido conjuntivo entre as fibras. No lado direito do grupo
2 (desnervado) ha mais tecido conjuntivo entre as fibras musculares que sao
menores e ha infiltrado celular abundante. Nos grupos de 3 a 7 o didmetro das fibras

dos lados direito e esquerdo ndo apresenta grande diferenga, mais semelhante ao

observado no grupo 1.

=
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Figura 23 — Musculos tibiais craniais. A e B (grupo 1, animal n°® 27). C e D (grupo 2,
animal n°® 44). E e F (grupo 3, animal n° 64). A, C e E: musculos tibiais craniais
esquerdos. B, D e F: musculos tibiais craniais direitos. A coloragdo usada foi
hematoxilina e eosina (HE) e as imagens foram fotografadas com aumento de 20X
(HE/20X). A barra nas figuras mostra a medida de 200um.
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Figura 24 — Musculos Tibiais Craniais. A e B (grupo 4, animal n° 98). C e D (grupo 5,
animal n° 143). E e F (grupo 6, rato n® 124). G e H (grupo 7, animal n° 102). A, C, E
e G: musculos tibiais craniais esquerdos. B, D, F e H: musculos tibiais craniais
direitos. A coloragdo usada foi hematoxilina e eosina (HE) e as imagens foram
fotografadas com aumento de 20X (HE/20X). A barra nas figuras mostra a medida
de 200um.
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A) Diametro minimo (um) das fibras musculares do musculo tibial cranial.

Tabela 33 - Média (um), desvio padrdo, mediana, valor minimo e maximo do

didametro minimo das fibras musculares do musculo tibial cranial direito e esquerdo

nos animais dos grupos 1 a 7.

Diametro minimo (pum) das fibras musculares do musculo tibial cranial
Desvio

Grupos Lados Média padrdo | Mediana | Minimo | Maximo
G1 Direita Aa 46,91 | 3,96 46,99 40,58 | 541
Controle Esquerda Aa 47,83 | 7,34 44,99 40,81 | 74,23
G2 Direita Ca 23,44 | 4,789 | 23,18 17,55 | 34,95
Desnervado | Esquerda ABb |46,09 | 3,94 45,39 40,39 | 55,09
G3 Direita Ba 41,32 | 5,71 42,71 24,25 | 51,11
Neurorrafia Esquerda ABDb |45,91 455 45,05 38,66 |57,49
G4 Direita Ba 42,01 | 4,44 42,73 29,47 | 49,48
Fascia Esquerda ABb |46,82 |4,04 45,97 41,03 | 57,82
G5 Direita Ba 41,57 | 4,47 42,12 30,15 | 49,25
Gel de

Esquerda ABb |46,32 |5,6 44,71 38,99 | 57,77
plaquetas
G6 Direita Ba 41,4 5,26 42,31 25,19 | 48,97
Fasclaegel ec orda Ba |43.16 |3.18 | 42,97 35,91 | 47,68
G7 Direita Ba 42,15 | 3,42 41,99 37,06 |53,04
Célula-
tronco Esquerda ABa |[43,93 |3,93 43,94 36,55 |50,35

Lado direito: G1>G3=G4=G5=G6=G7>G2

Lado esquerdo: G1>G6; G1=G2=G3=G4=G5=G7; G2=G3=G4=G5=G6=G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao, admitindo-se p<0,05
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Didmetro minimo das células musculares
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Figura 25 - Gréafico mostrando média (um) do diametro minimo das fibras
musculares dos musculos tibiais craniais, conforme o grupo, dos lados direito
(experimento — em azul) e esquerdo (controle — em vermelho).

Quanto ao diametro minimo das fibras musculares do musculo tibial cranial do
lado direito, os grupos experimentais de 3 a 7 ndo mostraram diferenca estatistica
entre si, todos os grupos de 3 a 7 mostraram resultados estatisticamente superiores
ao resultado observado no grupo 2 (desnervado) e inferiores ao resultado mostrado
pelo grupo 1 (controle da normalidade).

Avaliando as fibras musculares do lado esquerdo, o grupo 6 mostrou
resultado inferior ao observado no grupo 1 (controle de normalidade) e semelhante
estatisticamente aos demais grupos. Todos os outros grupos mostraram resultados
estatisticamente semelhantes entre si.

Avaliando os lados dentro de cada grupo, nos grupos 6 e 7 ndo ha diferenca

estatistica entre os lados, resultado semelhante ao encontrado no grupo 1.
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Perimetro (um) das fibras musculares do musculo tibial cranial.

Tabela 34 - Média (um), desvio padrdo, mediana, valor minimo e maximo do

perimetro das fibras musculares do musculo tibial cranial dos lados direito e

esquerdo nos animais dos grupos 1 a 7.

Perimetro (um) das fibras musculares do musculo tibial cranial

Desvio
Grupos Lados Média | padréo | Mediana | Minimo | Maximo
G1 Direito Aa | 234,68 | 20,01 |233,88 |201,36 | 284,21
Controle Esquerdo Aa | 239,26 | 29,469 | 232,92 | 200,41 | 305,97
G2 Direito Ca |117,24 28,12 |106,22 |90,19 |200,4
Desnervado Esquerdo ABb | 224,01 | 25,86 | 223,31 189,47 | 280,68
G3 Direito Ba |204,59 | 29,411 | 210,07 | 120,97 | 244,26
Neurorrafia Esquerdo ABb | 223,91 | 28,22 | 216,91 195,84 | 321,53
G4 Direito ABa | 217,56 | 26,27 | 218,89 | 145,37 | 257,96
Fascia Esquerdo Ab | 241,89 | 22,48 | 240,14 |216,08 | 285,63
G5 Direito ABa | 212,69 | 23,04 | 216,73 | 164,37 | 255,68
Gel de
plaquetas Esquerdo ABb | 235,64 | 31,59 | 227,42 185,91 | 295,14
G6 Direito Ba | 205,81 28,82 |209,19 | 115,74 | 245,09
Fasciae gel |Esquerdo ABa | 212,36 | 12,87 |211,83 |192,6 | 238,31
G7  Célula- | Direito ABa | 214,06 | 18,05 | 209,55 |194,8 |274,35
tronco Esquerdo ABa | 225,11 | 22,6 223,03 |[14,72 | 269,76

Lado direito: G1=G4=G5=G7>G2; G3=G6>G2; G3=G4=G5=G6=G7
Lado esquerdo: G1=G2=G3=G4=G5=G6=G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao,

p<0,05.

admitindo-se
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Perimetro das fibras musculares
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Figura 26 - Grafico mostrando a média (um) do perimetro das fibras musculares dos
musculos tibiais craniais, conforme o grupo, dos lados direito (experimento — em
azul) e esquerdo (controle — em vermelho).

Avaliando o perimetro das fibras musculares do musculo tibial cranial do lado
direito, os melhores resultados foram vistos nos grupos 4, 5 e 7 que foram
estatisticamente semelhantes ao resultado do grupo 1 (controle de normalidade). O
pior resultado foi visto no grupo 2 (desnervado), nenhum dos grupos experimentais
apresentou resultado estatisticamente semelhante ao do grupo 2.

Quanto ao perimetro das fibras musculares dos musculos tibiais craniais do
lado esquerdo, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos de 1 a 7.

Os grupos 1, 6 e 7 ndo mostraram diferenga estatistica entre os lados direito e
esquerdo, dentro do mesmo grupo, quanto ao perimetro das fibras musculares dos
musculos tibiais craniais. Os grupos 2, 3, 4 e 5 mostraram que o perimetro das fibras
musculares do musculo tibial cranial do lado direito foi estatisticamente menor que o

perimetro das fibras musculares do lado esquerdo.
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C) Area (um?) das fibras musculares do musculo tibial cranial.

Tabela 35 - Média (um?), desvio padrdo, mediana, valor minimo e maximo da area
das fibras musculares do musculo tibial cranial dos lados direito e esquerdo nos

animais dos grupos 1a 7.

Area (um?) das células musculares do musculo tibial cranial

Lados Média Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
Grupos Padrao
G1 Direito Aa | 3275,48 | 504,38 | 3202,41 |2405,63 | 4369,08
Controle  FEsquerdo Aa | 3346.61 | 707,77 | 3182,77 | 2636,17 | 497087
G2 Direito Ca |870,48 |44867 |71044 |47923 |2189,08
Desnervado |/ crdo ABb | 3108.06 | 6134 | 295046 | 2281,08 | 442538
G3 Direito Ba | 2547,94 | 620,72 | 267527 |894,046 | 3533,36
Neurorrafia =0 ordo ABb | 3077,27 | 741,65 | 2932.21 | 2248,03 | 5670.16
G4 Direito Ba | 2702,79 | 547,71 |2734,88 |1250,15 | 3769,58
Fascia Esquerdo Ab | 3413,74 | 560,98 | 3335,83 | 2635,56 | 4550,25
G5 Direito Ba | 2634,43 | 503,67 |2697,09 | 1477,19 | 3416,11
Gel de [Esquerdo ABb | 3284,25 | 771,74 | 3131,26 | 2050,77 | 4923,77
plaquetas
G6 Direito Ba |2559,75 | 583,6 | 2564 899,32 | 3614,52
Fascia e gel [Esquerdo Ba |2718,2 |324,4 |2667,73 |2122,07 | 3256,08
G7 Célula- | Direito Ba | 2675,17 | 462,67 |2597,74 |2111,11 | 4384,31
tronco Esquerdo ABa | 2973,3 | 555,58 |2999,09 |2191,9 |3979,52

Lado direito: G1>G3=G4=G5=G6=G7>G2
Lado esquerdo: G1=G4>G6; G1=G2=G3=G4=G5=G7; G2=G3=G5=G6=G7
ANOVA e teste de Tukey foram usados para essa comparagao,
admitindo-se p<0,05.
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Area das fibras musculares
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Figura 27 — Grafico mostrando a média (um?) da area das fibras musculares dos
musculos tibiais craniais, conforme o grupo, dos lados direito (experimento — em
azul) e esquerdo (controle — em vermelho).

A média da area (um?) das fibras musculares do musculo tibial cranial a
direita foi estatisticamente maior no grupo 1 (controle de normalidade) quando
comparada aos grupos experimentais de 3 a 7. Os grupos de 3 a 7 mostraram
valores de area que nao diferiram entre si e que foram estatisticamente superiores
ao observado no grupo 2 (desnervado).

Quanto a média da area (um?) das fibras musculares do musculo tibial cranial
a esquerda, os grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 7 nao diferiram estatisticamente entre si assim
como os grupos 2, 3,5,6e7.

Quando os lados direito e esquerdo foram comparados dentro do mesmo
grupo quanto a média da area das fibras musculares, observou-se que nos grupos 1,
6 e 7 nao houve diferenga estatistica entre os lados, os grupos 2, 3, 4 e 5 mostraram

valores estatisticamente maiores para o lado esquerdo.
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4.9.2 Histologia e morfometria do nervo fibular comum — N1

As figuras abaixo mostram imagens do segmento (N1) apds a neurorrafia.

Figura 28 — Nervos fibulares comum. A e B (grupo 1, animal n°® 37), nervo fibular
comum apés a neurorrafia. C e D (grupo 2, animal n°® 44), coto distal do nervo fibular

comum. E e F (grupo 3, animal n° 71): nervo fibular comum apds a neurorrafia. A, C
e E: AT/10X. B, D e F: AT/40X. AT (azul de toluidina).
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G
Figura 29 — Nervo fibular comum apds a neurorrafia. A e B: grupo 4, animal n® 84. C
e D: grupo 5, animal n® 153. E e F: grupo 6, animal n°® 131. G e H: grupo 7, animal n°
101. A, C, E e G: AT/10X. B, D, F e H: AT/40X. AT: azul de toluidina.




A)

Numero de fibras nervosas no segmento N1.

Tabela 36 - Numero de fibras nervosas no segmento N1.
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Numero de fibras nervosas no segmento N1
Grupos Média Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
Padrao
G1 A 1909,67 | 525,87 | 1910,5 333 2637
Controle
G2
Desnervado
G3 BC | 1154,56 | 864,49 | 1037,5 147 3037
Neurorrafia
G4 BC | 1015,61 | 782,03 | 899 182 3546
Fascia
G5 C 905,20 | 609,25 |683,5 324 2612
Gel de plaquetas
G6 BC | 1210,50 | 1364,18 | 746 202 5774
Gel e fascia
G7 AB | 1437,44 | 701,73 | 1369 554 3063
Célula-tronco
G1=G7>G5; G3=G4=G6=G7; G3=G4=G5=G6
Numero de fibras nervosas
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Figura 30 — Grafico do numero de fibras nervosas no segmento N1.

Quanto ao numero de células ou fibras nervosas no segmento N1 o grupo 1

(controle de normalidade) e o grupo 7 apresentaram o maior numero de células sem

diferenca estatistica entre si.
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Os grupos 3, 4, 6 e 7 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Os grupos 3, 4, 5 e 6 ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e
apresentaram resultados inferiores ao observado no grupo 1 (controle). O grupo 2
(desnervado) nado pode ser avaliado quanto a nenhum dos critérios usados para a
anadlise do segmento N1, pois as fibras nervosas estavam demasiadamente

degeneradas.



B) Area da fibra nervosa no segmento N1.

Tabela 37 - Area (um?2) da fibra nervosa no segmento N1.
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Area da fibra nervosa no segmento N1
Grupos Média Desvio Mediana Minimo Maximo
Padrao
G1 A 72,49 15,79 69,13 38,12 102,38
Controle
G2
Desnervado
G3 C | 32,98 6,25 32,72 24,01 47,64
Neurorrafia
G4 C | 30,25 9,54 27,5 18,03 57,45
Fascia
G5 C | 31,85 6,39 29,57 23,96 49,58
Gel de plaquetas
G6 B | 39,08 13,59 39,14 17,48 68,46
Gel e fascia
G7 C | 30,36 9,45 29,26 18,98 52,84
Célula-tronco
G1>G6>G3=G4=G5=G7
Area da fibra nervosa
'IZEL 80 =G1A
ET0
© 60 G2 -
g i aG3C
m 30
S 10 G5C
g {] L
< A = C C C B C EGEB
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
Grupos A

Figura 31 - Grafico mostrando a area (um?) da fibra nervosa do segmento N1.

Analisando a area da fibra nervosa de N1,

o grupo 1 apresenta o melhor

resultado, seguido pelo grupo 6 que apresenta resultado estatisticamente melhor

que os grupos 3, 4, 5 e 7 que nao apresentaram diferenca estatisticamente entre si.




C) Diametro minimo da fibra nervosa no segmento N1.

Tabela 38 - Didmetro minimo (um) da fibra nervosa no segmento N1.
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Diametro minimo da fibra nervosa no segmento N1

Grupos Média | Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
padrao
G1 A 7,48 1,09 7,36 5,17 9,26
Controle
G2
Desnervado
G3 C 4,96 0,35 5,01 4,16 54
Neurorrafia
G4 D 4,49 0,75 4,32 3,59 6,18
Fascia
G5 C 4,89 0,55 4,89 4,09 6,25
Gel de plaquetas
G6 B 5,44 0,86 5,47 3,99 7,12
Gel e fascia
G7 CD (4,75 0,81 4,5 3,69 6,84
Célula-tronco
G1>G6>G3=G5>G4; G7=G3=G5=G4
Diametro minimo da fibra nervosa no segmento N1
8 =G1A
g_ 7 G2
E 6
25 mG3C
E 4
= G4D
o3
% 2 -I G5C
al
0 —_—— nG6B
Grupos 2 G7CD

Figura 32 - Grafico mostrando o didmetro minimo (um) no segmento N1.

Quanto ao diametro minimo da fibra nervosa no nervo fibular comum o grupo

1 (controle da normalidade) apresenta o melhor resultado, seguido pelo grupo 6 que

apresentou resultado melhor que os resultados dos grupos 3, 4, 5 e 7 que nao

diferiram em si.




D) Area do ax6nio no segmento N1.

Tabela 39 - Area do axénio (um?) no segmento N1.
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Area do axénio no segmento N1
Grupos Média | Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
Padrao
G1 A 20,16 | 5,25 19,31 11,46 33,95
Controle
G2
Desnervado
G3 C 9,79 2,2 9,36 6,57 14,32
Neurorrafia
G4 C 9,07 2,72 9,01 5,82 15,48
Fascia
G5 B 10,03 | 2,88 9,69 6,74 15,1
Gel de plaquetas
G6 B 11,98 | 4,24 10,76 5,28 20,35
Gel e fascia
G7 BC | 10,01 | 4,45 8,19 5,46 19,72
Célula-tronco
G1>G5=G6>G3=G4; G7=G5=G6; G7=G3=G4
Area do axdnio
25
B G1A
20 -
™ | |
g
c 15 BG3C
@
[
o]
= G5B
5
-I EGEB
U S
aG7BC

Grupos experimentais

Figura 33 - Gréfico da area do axonio (um?) do segmento N1.

Analisando a area do axénio no segmento N1, o grupo 1 apresentou o melhor

resultado seguido pelos grupos 5 e 6 que apresentaram resultados melhores que os

resultados dos grupos 3 e 4 que nao diferiram entre si. O grupo 7 apresentou

resultado estatisticamente semelhante aos resultados dos grupos 3 a 6.



E) Diametro minimo do axénio no segmento N1.

Tabela 40 - Didmetro minimo do axdnio (um) no segmento N1.
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Diametro minimo do axénio no segmento N1

Grupos Média | Desvio Mediana Minimo | Maximo
Padrao
G1 A | 3,60 2,39 2,27 2,45 2,7
Controle
G2
Desnervado
G3 B | 3,55 2,45 2,16 2,41 2,66
Neurorrafia
G4 B | 2,46 1,95 1,75 1,92 1,83
Fascia
G5 B |4,99 2,84 3,65 3,07 3,51
Gel de plaquetas
G6 B | 3,60 2,39 2,276 2,45 2,70
Gel e fascia
G7 B | 0,64 0,25 0,46 0,34 0,439
Célula-tronco
G1>G3=G4=G5=G6=G7
Diametro minimo do axénio no segmento N1
4
g 35
E 3 uG1
© o5 "G2
E” nG3
£ 2
E G4
°©15
§ G5
‘E =G6
ao05 aG7
0
G2 G3 G4 G5 G6 G7

G1

Grupos

Figura 34 — Grafico do didametro minimo do axénio (um) do segmento N1 do nervo

fibular comum.

Analisando o diametro minimo do axdnio, os grupos de 3 a 7 nao diferiram

estatisticamente entre si e tiveram resultados inferiores ao observado no grupo 1

(controle de normalidade).




F)

Tabela 41 - Area da bainha de mielina (um?) no segmento N1.

Area da bainha de mielina no segmento N1.
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Area da bainha de mielina do segmento N1
Grupos Média | Desvio padrao | Mediana | Minimo | Maximo
G1 A |50,51 | 11,67 47 95 26,65 70,78
Controle
G2
Desnervado
G3 BC | 23,19 | 4,33 23,52 16,01 33,32
Neurorrafia
G4 CcC |21,16 | 6,97 18,98 12,21 41,97
Fascia
G5 C |21,82 | 4,41 21,76 15,99 34,48
Gel de plaquetas
G6 B |27,09 | 9,59 28,39 11,05 48,12
Gel e fascia
G7 C |20,36 | 6,23 19,79 11,23 35,38
Célula-tronco
G1>G6>G4=G5=G7; G3=G6; G3=G4=G5=G7
Area da bainha de mielina
60 EG1A
50 G2
E 40 = G3 BC
£
o 30 G4C
£ 20
< G5C
10
=G6 B
0 A
Grupos mG7C

Figura 35 — Grafico da area da bainha de mielina (um?) do segmento N1 do nervo

fibular comum.

Quanto a area da bainha de mielina, o grupo 1 apresentou o melhor resultado

seguido pelos grupos 6 e 3 que nao diferiram estatisticamente entre si. Os grupos 3,

4,5 e 7 apresentaram resultados estatisticamente semelhantes entre si.
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G) Espessura da bainha de mielina no segmento N1.

Tabela 42 - Espessura da bainha de mielina (um) no segmento N1.

Espessura da bainha de mielina do segmento N1

Grupos Média | Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
padrao

G1 A | 211 0,646 2,07 1,36 4,54

Controle

G2

Desnervado

G3 B | 1,281 0,10 1,28 1,106 1,45

Neurorrafia

G4 B | 1,17 0,23 1,13 0,736 1,71

Fascia

G5 B | 1,227 0,14 1,23 1,016 1,59

Gel de plaquetas

G6 B | 1,37 0,24 1,43 0,89 1,81

Gel e fascia

G7 B |1,21 0,2 1,16 0,95 1,80

Célula-tronco

G1>G3=G4=G5=G6=G7

Espessura da bainha de mielina

25
£
E =G1A
E uG2
£ 15 mG3B
ﬁ G4 B
-
© G5B
2
3 0.5 nG6B
& mG7 B
® 0 —

Grupos

Figura 36 - Grafico da espessura da bainha de mielina (um) do segmento N1 do
nervo fibular comum.

Analisando a espessura da bainha de mielina do segmento N1 do nervo
fibular comum, o grupo 1 (controle da normalidade) apresentou o melhor resultado
seguido pelos grupos 3, 4, 5, 6 e 7 que nao diferiram entre si quanto a espessura da

bainha de mielina.
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H) Razao G: relagao entre o diametro do axénio/ didmetro da fibra nervosa

no nervo fibular comum, no segmento N1.

Tabela 43- Razao G (diametro do ax6nio/ didmetro da fibra nervosa) em N1.

Razao G no nervo fibular comum, segmento N1.

Grupos Mediana | Média Desvio Primeiro | Terceiro
padrao quartil quartil
G1 A |048 0,48 0,07 0,46 0,51
Controle
G2
Desnervado
G3 A |047 0,48 0,03 0,46 0,5
Neurorrafia
G4 A |048 0,51 0,13 0,48 0,5
Fascia
G5 A |0,51 0,5 0,03 0,48 0,52
Gel de plaquetas
G6 A |049 0,5 0,03 0,47 0,51
Gel e fascia
G7 A |049 0,49 0,03 0,47 0,5
Célula-tronco
G1=G3=G4=G5=G6=G7
Razao G
0,51
_ & o505 “G1A
S Z
S % 0,5 =G3A
® 5 0,495
E S 0,49 =G4 A
2 E 0485 G5 A
o l l s
0,475
0,47 W
0,465

Figura 37: Grafico da razdo G no segmento N1 do nervo fibular comum.

Grupos

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos de 1, 3, 4, 5, 6 e 7 quanto a

razao G avaliada no segmento N1 do nervo fibular comum.
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4.9.3 Histologia e morfometria do nervo fibular comum — N2

Os cotos proximais do nervo fibular comum foram analisados e verificou-se a
formacgao de neuroma de amputagao nos cotos proximais em todas as amostras dos

animais dos grupos 2, 3, 4, 5, 6 e 7, pela coloragao de prata de Bielschowsky (PB).

2000 pm

Figura 38 — Coto proximal do nervo fibular comum
D: grupo 3, animal n® 66. E e F: grupo 4, animal n°® 94. Figuras A, C e E: PB/1X.
Figuras B e F: PB/10X. Figura D: PB/5X.
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2000 pm e e A

Figura 39 - Coto proximal do nervo fibular comum. A e B: grupo 5, rato n® 156. C e D:
grupo 6, rato n°® 126. E e F: grupo 7, rato n° 106. Figuras A, C e E: PB/1X. Figura B:

PB/10X. Figuras D e F: PB/5X.
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4.9.4 Histologia e morfometria da neurorrafia — N3
Os segmentos de N3 foram analisados quanto a hemorragia, edema,

vascularizagdo e granuloma em laminas coradas po HE e foram analisadas através

de imunoistoquimica usando-se os marcadores CD34, Cd105, CD90 e proteina
S100.

lervo fibular comum

Figura 40 - Imagens da neurorrafia (N3). A: animal 74, grupo 3, mostrando a
transicdo da neurorrafia (HE/2X). B: observar a migragdo de axdnios do nervo tibial
para o nervo fibular comum e C: granuloma de fio de sutura (B: HE/5X, C: HE/20X).
D: animal 72, grupo 4 (HE/2X). E: migragcado de axbnios do nervo tibial para o nervo
fibular comum direito e vascularizagdo score 1 (HE/20X). As setas vermelhas

indicam a direcdo da migragao dos axénios.
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Figura 41 - Imagens da neurorrafia (N3) mostrando a migragao de axdnios do nervo
tibial para o nervo fibular comum e o aumento da vascularizagdo peri neurorrafia
latero-terminal. A e B: Grupo 4, animal 96. C e D: Grupo 5, animal 144. E e F: grupo
6, animal 126. G e H: grupo 7, animal 100. A, B, E e G: HE/2X. C, D, F e H: HE/10X.
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T T O D

Figura 42 - Imagens da neurorrafia (N3). A e B: animais 159, grupo 5, mostrando
edema, vascularizagdo e inflamagdo aumentados (Score 2 para edema, 1 para
inflamagéo e 3 para vasos). C e D: animal 124, grupo 6, mostrando menor edema,
menos inflamagdo e menor vascularizagdo na neurorrafia (score 1 para edema,
inflamacao e vasos). A: HE/2X. C: HE/1X. B: HE/20X e D: HE/10X.
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Imagens de Imunoistoquimica (IMH) em N3.

Figura 43 — Imagens de segmentos da neurorrafia (N3) coradas pelo S100 em
animal n° 89, grupo 4. A: neurorrafia (IMH-S100/1X). B: S100 mais intenso no nervo
fibular comum do que no nervo tibial (IMH-S100/10X). C: S100 no nervo fibular

comum marcando células de Schwann (IMH-S100/40X).
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s T 4

Figura 44 - Imagens da neurorrafia (N3) coradas pelo S100 em animal n°® 101 do
grupo 7. A: neurorrafia (IMH-S100/1X). B: S100 mais intenso no nervo fibular comum
do que no nervo tibial (IMH-S100/5X). C: marcador S100 no nervo fibular comum
marcando células de Schwann (IMH-S100/40X).
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Figura 45 - Imagens da neurorrafia (N3) coradas pelo CD90 em animal n° 101 do
grupo 7. A: neurorrafia (IMH-CD90/X). B: nervo fibular comum com acumulo do
marcador CD90 (IMH-CD90/10X). C: os vasos nao se coram pelo CD90 (IMH-CD90/
20X). D, E e F: algumas células marcadas, D: IMH-CD90/20X), E e F: IMH-
CD90/40X.
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. . dud : o B e
Figura 46 - Imagens da neurorrafia (N3), em animal n°® 89 do grupo 4 coradas pelo
CD 105. A: IMH-CD105/2X. B e C: maior intensidade do marcador no nervo fibular
comum quando comparado ao nervo tibial, IMH-CD105/5X. D: vaso NAO marcado
pelo CD105 no nervo fibular comum direito, IMH-CD105/40X. E: vasos marcados
pelo CD105 dentro do nervo fibular comum, IMH-CD105/40X.
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Figura 47 — A: Imagens da neurorrafia (N3), em animal n° 101 do grupo 7, marcadas
pelo CD34. A: neurorrafia (IMH-CD34/1X). B: maior intensidade do marcador no
nervo fibular comum quando comparado ao nervo tibial (IMH-CD34/20X). C: vasos
marcados pelo CD34 no nervo fibular comum direito (IMH-CD34/40X). D: vasos
marcados na periferia da neurorrafia, (IMH-CD34/40X). E: vasos marcados na
periferia da neurorrafia, (IMH-CD34/20X).
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Tabela 44 - Intensidade e extensao dos anticorpos S100, CD90, CD34 e DC105.
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S100
Intensidade: G7>G6; G7=G3=G4=G5; G6=G3=G4=G5
Extensdo: G7>G6; G7=G3=G4=G5; G6=G3=G4=G5

Quanto a intensidade e extensdo do marcador S100, o grupo 7 mostrou
resultado estatisticamente superior ao resultado do grupo 6 nao diferindo

estatisticamente dos demais grupos, que nao diferiram entre si e nem do grupo 6.

CD90
Intensidade: G7>G3=G4=G6; G7=G5; G5=G3=G4=G6
Extensdo: G7>G3=G4=G6; G7=G5; G5=G3=G4=G6

Quanto a intensidade e extensdo do marcador CD90, o grupo 7 mostrou

resultado estatisticamente superior ao do grupo 6 e semelhante ao do grupo 5. Os
grupos de 3 a 6 nao diferiram entre si.

CD34 - perineurorrafia
Intensidade: G3=G4=G5=G6=G7
Extensdo: G3=G4=G5=G6=G7
CD105 - perineurorrafia
Intensidade: G3=G4=G5=G6=G7
Extensdo: G3=G4=G5=G6=G7

Quanto a intensidade e extensdo dos marcadores CD34 e 105 analisados na

regido perineurorrafia ndo houve diferenga estatistica entre os grupos de 3 a 7.

CD34 - intra nervo fibular comum

Intensidade: G7>G6=G3; G3=G4=G5=G6; G4=G5=G7
Extensdo: G7>G6=G3; G3=G4=G5=G6; G4=G5=G7
CD105 - intra nervo fibular comum

Intensidade: G7>G6=G3; G3=G4=G5=G6; G4=G5=G7
Extensdo: G7>G6=G3; G3=G4=G5=G6; G4=G5=G7

Quanto a intensidade e extensdo dos marcadores CD34 e 105 analisados no
segmento do nervo fibular comum da neurorrafia, o grupo 7 apresentou resultados
superiores aos dos grupos 3 e 6. Os resultados do grupo 7 nao diferiram
estatisticamente dos grupos 4 e 5. Os grupos de 3 a 6 nao diferiram entre si.

Segundo o procedimento NPAR1WAY para dados nao paramétricos com p < 0,05.
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Tabela 45 - Comparacgao entre os grupos de 3 a 7 quanto aos quesitos: hemorragia,

edema, inflamacéo e presenca de vasos no segmento N3.

Grupo Hemorragia | Edema | Inflamagéao | Vasos
0a4 0a4 0a4 0a4
G3 Mediana 1A 1A 2 A 2 AB
Média 1,4 0,8 1,8 2,4
Minimo 1 0 1 2
Maximo 2 1 3 3
Quartil inferior 1.00 1.00 1.00 2.00
Quartil superior 2.00 1.00 2.00 3.00
G4 Mediana 1A 1A 1A 2B
Média 1 1 1 2
Minimo 1 1 1 2
Maximo 1 1 1 2
Quartil inferior 1.00 1.00 1.00 2.00
Quartil superior 1.00 1.00 1.00 2.00
G5 Mediana 2 A 1A 1A 2B
Média 2 1,2 1,2 2
Minimo 1 1 0 1
Maximo 4 2 2 3
Quartil inferior 1.00 1.00 1.00 2.00
Quartil superior 2.00 1.00 2.00 2.00
G6 Mediana 2 A 1A 1A 2B
Média 2 1,2 1,2 2
Minimo 1 1 0 1
Maximo 3 2 3 3
Quartil inferior 1.00 1.00 1.00 2.00
Quartil superior 3.00 1.00 1.00 2.00
G7 Mediana 1 A 1 A 0A 4 A
Média 1,2 1 0,4 3,6
Minimo 1 1 3
Maximo 2 1 2 4
Quartil inferior 1.00 1.00 0.00 3.00
Quartil superior 1.00 1.00 0.00 4.00

Hemorragia, edema e inflamacao: G3=G4=G5=G6=G7
Vasos: G7=G3; G7>G4=G5=G6; G3=G4=G5=G6

Quanto aos quesitos hemorragia,

edema e

inflamacdo observados

perineurorrafia, os grupos de 3 a 7 nao diferiram estatisticamente entre si. Quanto

aos vasos observados nesse mesmo segmento, o grupo 7 apresentou resultado

estatisticamente semelhante ao do grupo 3 e superior aos resultados dos grupos 4,

5 e 6 que nao diferiram entre si e nem do grupo 3. Segundo o procedimento

NPAR1WAY para dados n&o parameétricos admitindo-se p < 0,05.
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Tabela 46 - comparagao entre os grupos de 3 a 7 quanto ao quesito granuloma no

segmento N3.

Grupo Granuloma Comparagao
Sim Nao
G3 4 1 A
G4 4 1 A
G5 3 2 A
G6 5 0 A
G7 5 0 A

G3=G4=G5=G6=G7

Quanto a presenga de granuloma no segmento da neurorrafia dos grupos de
3 a 7, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos.
As comparagdes entre os grupos referentes ao granuloma no segmento N3

foram feitas segundo o procedimento FREQ admitindo-se p < 0,05.
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4. DISCUSSAO

4.1 Método

Todo o experimento foi realizado em laboratérios da UNIPEX/ Botucatu. Os
procedimentos cirurgicos e testes foram realizados pela mesma pesquisadora.

Os animais foram divididos aleatoriamente através de sorteio: papéis com os
nomes dos grupos foram colocados em um saco de pano e sorteados, dividindo os
140 animais em sete grupos.

A separagao, identificacdo e encapsulamento das células-tronco foram
realizadas no Laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro por profissional
capacitado.

As laminas de nervos e musculos foram processadas no Laboratério da
UNIPEX, as laminas para imunoistoquimica foram processadas no laboratério de

Patologia do Hospital da UNESP/ Botucatu; sempre por técnicos experientes.

A escolha dos animais

O estudo envolveu ratos (Rattus norvegicus) da linhagem “Wistar”.

Segundo Tos et al. (2009), ratos e camundongos s&o o0s animais de
laboratério mais utilizados em estudos de regeneragdo de nervos, havendo nitida
prevaléncia do uso de ratos, pois, em uma analise na base de dados “PubMed”, de
uma amostra aleatdria de 1.500 artigos de pesquisa sobre “regeneracdo de nervos”
os autores encontraram que mais de 90% desses estudos adotou o rato como
modelo experimental. A principal razdo parece ser o maior tamanho dos nervos de
ratos em relagdo a camundongos, 0 que reduz a complexidade dos procedimentos
microcirurgicos, aumenta a possibilidade de fazer testes funcionais padronizados e
comparaveis e ao fato dos ratos serem mais resistentes.

Para Nichols et al. (2005) os nervos de ratos possuem fibras nervosas
semelhantes as do homem em tamanho e morfologia. Todas as razbées acima

justificam o rato “Wistar” ter sido 0 modelo animal escolhido para esse experimento.



155

Ratos do sexo masculino foram escolhidos por serem menos suscetiveis a
agao dos horménios adenohipofisarios e gonadais como estrégeno e progesterona e
por ndo servirem como matrizes de reproducdo, sendo mais faceis de serem
adquiridos (Ellis e McCaffrey, 1984).

Embora se recomende usar o menor numero possivel de animais (Estatuto do
COBEA), acredita-se que o numero de 20 animais por grupo se prestou a
observagéo de possiveis diferengas entre os grupos. Ha trés razdes que orientaram
essa escolha: o uso de 20 animais por grupo € ideal para a analise estatistica, como
visto em outros estudos semelhantes sobre regeneragao nervosa periférica (Maciel,
2011; Geraldo 2012); foram usadas células-tronco ndo cultivadas (em numero
reduzido se comparado as culturas de células) e esperavam-se resultados com
diferengas sutis entre os grupos, um numero maior de animais em cada grupo
poderia ajudar a encontrar diferengcas entre os grupos; esperava-se perder alguns
animais devido ao longo tempo de observagao.

Sete animais morreram durante o tempo do estudo. Dos 7 animais, quatro
morreram na anestesia e um na perimetria, provavelmente por fatores associados ao
estresse da manipulagdo. Apenas dois deles morreram durante o periodo de
observacao. A perda foi bem distribuida entre os grupos e menor que a esperada,

dado o tempo de observacao de 180 dias.

A divisao dos grupos

Os animais foram divididos em sete grupos, um grupo controle onde
realizamos a disseccado e identificacdo dos nervos, ou grupo “Sham”, um grupo
controle de desnervagao e mais cinco grupos onde se realizou a neurorrafia latero-
terminal.

O grupo “Sham” foi escolhido pois esperavamos resultados longe do normal
em se tratando de neurorrafia latero-terminal, trata-se de um grupo onde se simula o
procedimento cirurgico até o momento do desfecho crucial, ndo se realizando o
desfecho, procedimento muito usado na area cirurgica (Vieira e Hossne, 2015).

O gel de plaquetas foi usado no grupo 7 por ser 0 meio mais adequado

disponivel a manipulagao, transferéncia e deposigdo das céllas-tronco na area da


http://www2.fcfar.unesp.br/Home/ComitedeEtica/principios/20eticos/20na/20experimentacao/20animal/20cobea.pdf
http://www2.fcfar.unesp.br/Home/ComitedeEtica/principios/20eticos/20na/20experimentacao/20animal/20cobea.pdf
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neurorrafia latero-terminal, pois se tratou de neurorrafia latero-terminal e nao
término-terminal, onde normalmente se interpdem um tubo de diferentes materiais.
Além do gel de plaquetas um segmento de 1cm? de fascia foi removida da
musculatura superficial aos musculos biceps femoral e semitendinoso, subjancente
ao corte do membro posterior direito usado para a cirurgia de neurorrafia. A fascia
foi usada envolvendo a neurorrafia no intuito de certificar-se de que o gel contendo
as células-tronco ficariam em torno da neurorrafia latero-terminal € nado migrariam
para os tecidos vizinhos. Desta forma foram necessarios um grupo usando apenas a
fascia, um grupo usando apenas o gel de plaquetas e outro grupo usando o gel de
plagquetas e a fascia para que se pudesse fazer as comparagdes entre os grupos.
Um grupo apenas com a neurorrafia latero-terminal foi estudado a fim de avaliar

todas as outras intervengodes.

O tempo de observacgao

Os animais foram sacrificados apdés 180 dias de tratamento. Notaram-se
alteracdes positivas nos indices funcionais dos nervos ciatico, tibial e fibular comum
medidos pelo teste de avaliagdo da marcha entre 120 e 180 dias. Pode-se verificar
diferengcas entre os grupos experimentais através da anadlise desses indices no
periodo de observacao entre 120 e 180 dias como sera mostrado adiante.

O tempo de observagao de 180 dias foi longo se comparado a maioria dos
estudos experimentais sobre regeneracdo nervosa periférica e neurorrafia latero-
terminal. Na literatura o tempo de observacdo em estudos sobre neurorrafia latero-
terminal tem sido em torno de 12 semanas (Here et al., 1992; Zhang et al., 1998; Liu
et al.,, 1999; Al-Qattan, 2000) a 24 semanas (Cederna et al., 2001; Maciel et al.,
2011). O estudo que apresentou o maior tempo de observagao foi o estudo original
de Viterbo (1992), com tempo médio de observacéo de 30,8 semanas. Pannucci et
al. (2007) em uma revisédo sobre estudos experimentais em neurorrafia latero-
terminal encontraram estudos com tempo minimo de observacédo de 8 semanas e no
maximo de 24 semanas.

Hare et al. (1992) constataram que nos estudos experimentais de leséo
nervosa periférica e neurorrafia término-terminal o tempo de observacao deve ser de

12 semanas para que se observe a recuperacgao funcional perto do 6timo; e que
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mudangas morfoldgicas observadas apos este periodo provavelmente representem
neurorregeneracao inefetiva. Os autores estudaram a recuperagdo de diferentes
nervos periféricos lesados e suturados de forma término-terminal durante 52
semanas.

Viterbo (1992) em seu trabalho sobre a neurorrafia latero-terminal observou
0s animais por um tempo médio de 7,7 meses, considerando esse o tempo minimo
necessario para a avaliagdo da regeneragao nervosa e consequente reinervagao
muscular.

Papalia et al. (2007) observaram diferenga estatistica na recuperagéo da
funcdo motora periférica através do “grasping test” apds neurorrafia latero-terminal
do nervo mediano ao nervo radial inclusive na trigésima semana. Maciel (2011) em
estudo sobre neurorrafia latero-terminal e eletroestimulagcdo também encontrou
diferengas entre seus grupos experimentais entre 150 e 180 dias (tempo maximo do
estudo) quanto ao teste de avaliagdo da marcha (“Walking Track”). Assim, acredita-
se que estudos que se proponham a pesquisar melhorias nas neurorrafias latero-
terminais devam ter tempo de observagcdao mais prolongado que nos estudos sobre
neurorrafias término-terminais. Talvez se o presente estudo estivesse se prolongado
por mais algumas semanas, fosse possivel observar progressdo na recuperagao
funcional dos grupos, sobretudo quanto ao teste funcional de avaliagcdo da marcha
(“Walking Track”).

Nao ha na literatura consenso sobre o tempo de seguimento em estudos
envolvendo células-tronco (Hundepool et al., 2014).

Baseado no exposto acima, adotamos o tempo de observacdo de 24
semanas. Acredita-se que vinte e quatro semanas seja suficiente para ocorrer
degeneragdo nervosa e chegada dos axbnios a placa motora provocando a
reinervacado das fibras musculares do musculo tibial cranial através da neurorrafia
latero-terminal e consequente recuperacdo funcional do musculo tibial cranial.
Talvez o tempo de observacao entre 24 semanas (como no presente estudo) e 30

semanas seja ideal.
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4.2 Neurorrafia latero-terminal

A neurotmese se mostra o0 modelo de eleigao para estudos experimentais por
permitir a investigacdo de novas técnicas microcirurgicas, avaliagao da efetividade
de varios medicamentos e tratamentos fisioterapicos além de permitir estudos na
area da engenharia de tecidos (Tos et al., 2009).

O modelo experimental usado nesse estudo foi a neurorrafia latero-terminal
(sutura do coto distal do nervo fibular ao nervo tibial: nervo doador) tendo o musculo
tibial cranial como org&o-alvo observado. Esse modelo foi introduzido por Viterbo et
al. (1992). Segundo esses autores o modelo apresenta duas vantagens: o musculo
tibial cranial é inervado exclusivamente pelo nervo fibular comum, portanto apés a
seccao do nervo fibular comum, conta-se apenas com a neurorrafia latero-terminal
para a recuperacao do trofismo muscular; a localizagao superficial do musculo tibial
cranial possibilita o acompanhamento clinico dessa reinervagdo. No presente
estudo, os musculos tibiais craniais foram sempre facilmente encontrados, mesmo
no grupo desnervado.

A neurorrafia foi feita por meio de magnificagédo da imagem por meio do uso
de microscopio DL Vasconcelos, usando-se técnicas microcirurgicas de forma
atraumatica. Usou-se fio 10.0, e o coto distal foi levado ao nervo doador sem
nenhuma tensao (Braun, 1982; Lundborg, 1987; Toby et al. 1996; Lundborg &
Sweden, 2000; Jiao et al, 2009). Nao foi feita janela no epineuro, pois Viterbo et al.
(1998) mostraram que os resultados foram iguais entre os grupos em que se fez e
em que nao se fez a janela de epineuro em modelo experimental semelhante.

Embora a neurorrafia término-terminal continue sendo o padrao ouro para o
reparo cirurgico das lesdes nervosas periféricas (Sunderland, 1968; Braun, 1982;
Lundborg, 1987; Liu et al.,1999; Cederna et al., 2001; Piskin et al., 2009) a
neurorrafia latero-terminal € uma opcédo no reparo de nervos periféricos quando a
neurorrafia término-terminal nao for possivel (Zhao et al., 1997; Cederna et al., 2001;
Beris et al., 2007; Pannucci et al., 2007). Atualmente, estudos clinicos usando a
neurorrafia latero-terminal tém sido conduzidos com resultados mostrando
reinervagao (Viterbo et al., 1993; Viterbo et al., 1994a; Ogu et al., 2003; Voche e
Outtara, 2005; Pondaag & Gilbert, 2008). Pannucci et al. (2007) em estudo de
revisdo da literatura concordam que mais estudos sdo necessarios a fim de incluir

definitivamente a neurorrafia latero-terminal como técnica no tratamento de lesdes
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nervosas e que outros estudos devam ser direcionados a fim de elucidar o papel de

fatores neurotroficos na melhora clinica associada a neurorrafia latero-terminal.

4.3 A escolha das células tronco mesenquimais da gordura

Embora a maioria das pesquisas tenha estudado a influéncia das células-
tronco derivadas da medula éssea na regeneragdo nervosa periférica (Martins &
Siqueira, 2005; Braga-Silva et al., 2006; Lopes et al., 2006; Chen et al., 2006; Chen
et al., 2007; Colomé et al., 2008; Walsh & Midha, 2009; Catarozzi et al., 2015) as
células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo também tém sido fonte de
interesse crescente da literatura atual (Zuk et al., 2001; Covas, 2006; Yarak &
Okamoto, 2010; Erba et al., 2010; Tsuji et al., 2014).

O tecido adiposo ¢é de facil acesso e abundante no corpo humano. As células-
tronco mesenquimais do tecido adiposo tém potencial de transdiferenciacdo em
célula tipo Schwann ou potencial em auxiliar na regeneragao nervosa periférica por
outros mecanismos conforme comprovado pela literatura atual (Martins & Siqueira,
2005; Covas et al., 1006; Walsh & Midha, 2009; Yarak & Okamoto, 2010; Erba et al.,
2010; Salibian et al., 2013; Hundepool et al., 2014; Tsuiji et al., 2014).

Yarak & Okamoto (2010), em revisdo da literatura, afirmaram que a
frequéncia de células-tronco no tecido adiposo excede a frequéncia das células-
tronco mesenquimais no estroma medular e que a taxa de proliferagcao celular das
células-tronco mesenquimais da gordura € maior do que a taxa de proliferacdo das
células-tronco mesenquimais da medula éssea. Os autores também afirmam que por
meio de lipoaspirado pode-se obter de 2 a 6X108 células em 300ml de tecido
adiposo. Ou seja, a gordura é uma fonte de facil acesso, com numero abundante de
células-tronco que por sua vez apresentam taxa elevada de proliferacdo. Essas
afirmagdes suportam a escolha de usar células-tronco nao cultivadas do tecido
adiposo na regeneragao nervosa periférica no presente estudo.

As células-tronco da gordura foram colhidas da regido inguinal do rato, por se
tratar de local de facil acesso, que danificou pouco tecido e permitiu a coleta de
material suficiente. O nimero de células-tronco implantadas de 1X10° foi o menor

numero de células-tronco mesenquimais encontradas em uma amostra, ou seja, em
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um animal. Considerou-se o menor numero para que cada amostra fosse igual;
garantindo-se um numero minimo possivel em cada animal.

O numero de células-tronco a ser usado em determinado experimento nao
esta estabelecido na literatura. Em uma revisdo de 14 estudos, Walsh e Midha
(2009) encontraram estudos usando de 4X103 a 2X107 células-tronco, com pouca
explicagédo sobre a quantidade de células-tronco usadas.

Outros estudos sobre células-tronco na regeneracdo nervosa periférica
mostram o uso de células-tronco de varias origens e quantidades: células-tronco
mesenquimais derivadas da medula dssea, cultivadas e isoladas na proporgéo de
2X107 células/ml, com a implantagdo de 1X10°% células por tubo de silicone, em
defeitos de nervo periférico em rato (Chen et al., 2006); células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea, nao cultivadas, isoladas na proporgao de
107 células/ml e implantadas em tubo de silicone que se interpds em defeito de nervo
ciatico em rato (Braga-Silva et al., 2006); células-tronco mesenquimais derivadas da
medula dssea, cultivadas, isoladas e implantadas na proporgdo de 1X10° células-
tronco por animal colocadas em tubos de silicone em defeito de nervo periférico em
ratos (Lopes et al., 2006); células-tronco mesenquimais derivadas do liquido
amniotico, usadas na proporgdo de 10° células/ml, em que se injetou 50ul desse
concentrado de células-tronco derivadas do liquido amniotico em 100ul de gel de
plaquetas dentro de um tubo de celulose de 5 mm interposto em seccéo de nervo
ciatico, em ratos (Pan et al., 2006); células-tronco mesenquimais derivadas da
medula éssea, implantadas em tubos de silicone para corrigir defeitos de 15mm do
nervo ciatico em rato na proporgao de 1X108 células por animal (Chen et al., 2007);
células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea, cultivadas, diferenciadas
em células de Schwann e injetadas em tubo de silicone de 10mm interposto em
defeito do nervo ciatico em ratos na proporgdo de 1-2 X107 células-tronco por rato
(Shimizu et al. 2007); células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea, nao
cultivadas, implantadas em tubos de silicone, em defeitos de 5mm do nervo tibial em
coelho na proporgdo de 1X10°8 células por coelho (Colomé et al., 2008); células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo, cultivadas e injetadas em tubo de
veia interposto em defeito de nervo periférico, na concentragédo de 5X10€ por animal
(Rosa, 2013).
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O experimento aqui desenvolvido (células-tronco do tecido adiposo na
neurorrafia latero-terminal) € condizente com a literatura atual quanto a
concentragdo de células-tronco usadas e vale ressaltar a observacédo de Walsh e
Midha (2009): segundo os autores talvez uma grande concentracdo de células-
tronco implantadas em determinado local gere competicdo entre as ceélulas-tronco
transplantadas quanto ao espaco e recursos de sobrevivéncia no local onde foram
implantadas.

Em cirurgias para corregédo de lesdes nervosas periféricas o tempo € sempre
crucial. Quando indicada a necessidade, a neurorrafia deve ser feita o mais
precocemente possivel (Ballance, 1903; Jiao et al., 2009; Lundborg & Sweden,
2000). Portanto esse modelo usou células-tronco nao cultivadas, simulando uma
situagao de trauma agudo de nervo periférico com correcdo o mais precoce possivel.

Levou-se em consideragao que sao células disponiveis em grande quantidade
no humano e de facil obtengcdo, que em uma condigdo real de trauma agudo,
poderiamos obter grande quantidade de células-tronco mesenquimais derivadas da
gordura autologa e sem necessidade de cultura.

Outro fator relacionado a cultura de células-tronco é a maior chance de
teratogenicidade pela manipulagao e pelas diversas passagens das células (Shimizu
et al., 2007). Infelizmente a dissociagdo mecanica, tentada durante o projeto piloto,
mostrou-se ineficaz em fornecer um numero de células-tronco satisfatério. A
colagenase foi usada na dissociagdo do tecido e assim pode-se conseguir uma
média maior de células-tronco. Infelizmente o uso da colagenase no processo de
dissociagao das células também aumenta a chance de teratogenicidade.

E importante lembrar que nos Estados Unidos da América as células-tronco
removidas de tecido adiposo de humano (para uso autdlogo) foram consideradas
“‘droga” e, portanto, deverao estar sob as normas regulatérias da “Food and Drug
Administration” devido ao uso da colagenase na manipulagdo dessas células-tronco
(Salibian et al., 2013). Concluimos assim que a possibilidade de n&o usar a
colagenase certamente diminuiria o risco de teratogenicidade futura.

Em estudos posteriores, com o aprimoramento da dissociagdo mecanica das
células do tecido adiposo, talvez seja possivel o uso de células-tronco em maior

numero.
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Usou-se os 3 critérios para a confirmagao de caracteristicas de células-tronco
mesenquimais das células implantadas, em conformidade com a recomendagao
minima encontrada na literatura pelo “Mesenchymal and Tissue Stem Cell
Committee of the International Society for Cellular Therapy” (Gratama et al., 1998;
Cova et al., 2006):

1. Capacidade dessas células de aderéncia ao plastico.
2. Imunofenotipagem por citometria de fluxo.
3. Diferenciag&o em tri-linhagem.

Embora as células-tronco tenham sido usadas no experimento sem serem
cultivadas, uma amostra aleatoéria das células-tronco foi cultivada e a cultura permitiu
a diferenciacdo em trés linhagens diferentes (condrogénica, adipogénica e
osteogénica). O fato de crescerem em cultura permitiu confirmar a capacidade
dessas células de aderéncia ao plastico, pois foram cultivadas e aderiram aos
recipientes plasticos proprios para o fim de se fazer a cultura dessas células.

A figura 21 e o quadro 5 registram os marcadores conforme o nivel de
expressao para o painel de marcadores utilizados, para confirmar o perfil fenotipico
das células-tronco aplicadas no experimento. Das amostras controle, 100% delas se
apresentaram com o padrdo de negatividade esperado, ou seja, menos de 5% de
fluorescéncia correspondendo ao que se denomina background de fluorescéncia e
de autofluorescéncia das células.

Dos marcadores considerados como negativos, ou seja, ndo devem estar
expresso nas ceélulas-tronco, o CD11b apresentou positividade alta em 6% das
amostras, média em 78% e baixa reatividade em 15% das células analisadas. O
marcador CD31 apresentou-se principalmente com média e baixa intensidade de
positividade. No grafico 5 pode-se observar que entre os marcadores utilizados
como controle negativo, o CD11b e o CD31 apresentaram uma positividade ao redor
de 25%, o que se deve ao fato de que as amostras ndo sofreram “purging” pelo
método de cultura celular. Trata-se, portanto, da presenca de leucdcitos na amostra
utilizada.

O CD44 e o CD45 apresentaram positividade alta ou média na maioria dos
casos. O CD45 teve uma positividade maior pelo fato de ser um anticorpo

panleucocitario. As células apresentaram alta fluorescéncia na presenca do
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marcador CD44, provavelmente devido a grande quantidade de polimorfonucleares
como linfécitos e macréfagos.

Efetivamente o marcador CD34 foi o controle negativo mais eficaz para este
tipo de analise e amostra. Este marcador foi negativo para 93% das analises e
fracamente positivo em 6,06% das amostras analisadas. Isto pode ser justificado
pelo fato de que ao se dissociar o tecido gorduroso, sao removidas células CD34+
oriundas de pequenos vasos sanguineos. O CD40 também foi um marcador
negativo com resultados dentro do esperado.

O CD71 teve desempenho baixo, em que a maioria das amostras teve uma
fraca reatividade ou foram negativas. O CD73 teve um pouco mais da metade das
amostras analisadas com média reatividade e 42% com fraca reatividade, no
entanto, nenhuma amostra se mostrou francamente negativa.

Dos marcadores positivos, o CD90 teve o desempenho esperado,
confirmando que em média, 52,87% das células utilizadas no experimento tiveram o
perfil fenotipico de célula-tronco mesenquimal.

O CD90 foi o marcador positivo com resultados mais homogéneos nas
amostras, com predominio de alta e média intensidade. Nenhuma amostra avaliada
com o marcador CD90 teve baixa reatividade, bem como nenhuma amostra foi
negativa.

Os dados do CD90, CD105 e CD106 confirmaram a identidade das células e
comprovaram a exceléncia do método de extragdo das células-tronco do tecido
adiposo. Na experiéncia do laboratério de hematologia da UNESP, onde se realizou
a citometria de fluxo, mostra-se que antes de plaquear as células, a média de CD90
fica em torno de 25-30%. Sabendo que nesse experimento ndo se iria utilizar as
células-tronco em cultura, o método de dissociacao foi mais cuidadoso e meticuloso.
Os resultados comprovam isso, pois conseguiu-se uma média de células de 1X10°
células-tronco por amostra de gordura por animal, esse numero é compativel com o
numero de células-tronco usadas em outros experimentos semelhantes como ja
demonstrado anteriormente.

A analise de citometria de fluxo deve levar em consideracdo que a amostra de
CTMs nao sofreu nenhum método de purificagao, pois néo foi submetida a cultura.
Esta decisdo foi baseada na possibilidade de se usar o "pool" de células

linfomononucleares rapidamente processadas em condigdes de urgéncia ou
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emergéncia. Portanto foram identificados marcadores com indice maior de

positividade, o que comprova a condigao pluricelular da amostra utilizada.

Assim, alguns marcadores que deveriam ser negativos mostraram
positividade maior que a esperada (CD44, CD45, CD31 e CD11b), esses
resultados mostram a presenga de outras células que possuem perfil diverso do
perfil normalmente encontrado para as células-tronco mesenquimais. A
caracteristica dessas células (polimorfonucleares, como linfocitos e macréfagos além
de leucécitos) nao trouxe beneficio ao local de implante pois sao células que
modulam o crosstalking com as CTM negativamente. No entanto, € o resultado
esperado para uma amostra que né&o sofreu o “purging” da cultura e suas
passagens, 0 que certamente traria uma amostra de células-tronco mais pura como

descrito na literatura.

Em resumo, os marcadores negativos CD11b, CD31, CD34 e CD40
apresentaram resultados esperados. Os marcadores positivos CD90, CD105 e
CD106 também apresentaram os resultados esperados. Esses dados estao
condizentes com os critérios minimos requeridos pela literatura (Gratama et al.,
1998; Covas, 2006 e Yarak & Okamoto, 2010).

Cartarozzi et al. (2015) em estudo experimental sobre a influéncia de células-
tronco mesenquimais da medula em regeneracédo nervosa periférica, realizaram a
caracterizagao dessas células pelos anticorpos CD90, CD54, CD73, RT1A(MHCI),
CD45, CD11b/c, CD34 e I-Ad/I-Ed(MHCII). Aproximadamente 99,8% das células-
tronco cultivadas expressou CD90, 89% expressou CD54, 88,6% expressou CD73 e
90,8 % expressou RT1A(MHCI), enquanto que 1,07 % de células-tronco
mesenquimais cultivadas expressou CD45, 4,19 % expressou CD11b /c, 1,88 %,
expressou CD34 e 2,23 % expressou IAd /I- Ed (MHCII) .

Nao ha na literatura uma determinagao exata de quantos marcadores devam
ser usados na caracterizacdo das células-tronco e nem esta estabelecido
exatamente quais. Assim foram usados os mais citados e na maior quantidade
possivel.

Usou-se o0 gel de plaguetas como veiculo para as células-tronco. Para se
excluir essa variavel foi acrescentado um grupo apenas com o gel de plaquetas
(feito a partir do plasma rico em plaquetas). Esse veiculo foi escolhido por tratar-se

de veiculo proveniente da mesma espécie, possivel de ser constituido no laboratério
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de Hematologia, que por sua vez possui experiéncia no uso desse produto e por ser
de facil obtengdo. As amostras de plasma rico em plaquetas foram congeladas com
o intuito de promover a ruptura da membrana plaquetaria e aumentar a
concentracao de fatores de crescimento.

Em estudos sobre reinervagdo nervosa periférica que usaram o plasma rico
em plaquetas, independente do espaco deixado entre os cotos dos nervos, 0s
resultados mostraram-se promissores (Roque, 2008; Roque, 2007).

Rosa Junior (2013) realizou estudo experimental em ratos sobre o reparo de
nervo periférico utilizando a veia jugular como tubo entre os cotos nervosos
preenchido por células-tronco cultivadas extraidas do tecido adiposo. Usou amostras
de plasma rico em plaquetas apos congela-las com o intuito de promover a ruptura
da membrana plaquetaria e aumentar a concentragdo de fatores de crescimento,
como foi feito nesse estudo. Segundo o autor a utilizagdo do plasma rico em
plaquetas associado as células-tronco se tornou viavel, pois em testes realizados no
laboratério foi possivel observar que as células-tronco se mantiveram vivas nesse
meio, ou seja, os autores constataram que o plasma rico em plaquetas foi um meio
seguro para manter as células-tronco vivas até serem implantadas. Dentre as
observacobes relatam que a utilizagdo das células-tronco foi o fator que influenciou
diretamente na melhora funcional. O grupo que usou o plasma rico em plaquetas
associado as células-tronco mostrou resultado superior aquele que usou apenas o
plasma rico em plaquetas.

Estudo semelhante foi feito por Braga-Silva et al. (2006) que atribuiu melhores
resultados ao grupo com células-tronco. O grupo no qual as células-tronco foram
implantadas sem o gel de plaquetas apresentaram melhores scores que o grupo no
qual as células-tronco foram associadas ao gel de plaquetas quanto ao teste da
marcha, promovendo regeneragcdo mais rapida e mais abundante, com a formagao
de maior numero de fibras mielinizadas, permitindo assim melhor recuperacao
funcional quando comparado aos demais grupos estudados. Os autores sugerem
que o plasma rico em plaquetas possa ter inibido o desenvolvimento das células-
tronco, mas nao discutem as razoes.

Os fatores de crescimento da cola de fibrina foram estudados por Nunes et al.
(2012) em reparo nervoso periférico em ratos, usando a neurorrafia latero-terminal.
Concluiram que o reparo nervoso término-lateral mostrou o0 mesmo padrdo de

recuperacao, independentemente do tipo de reparo utilizado, evidenciando que a
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adicdo de fatores de crescimento nervoso existentes na cola de fibrina nio foi
suficiente para a potencializagao dos resultados.

A cola de fibrina é diferente do plasma rico em plaquetas pela concentragao
de alguns componentes: no plasma pré producédo da cola de fibrina ha 75g/dl de
fibrinogénio, 294ug/mL de fibronectina, 500pg/mL de PDGF, <100pg/mL de VEGF;
no lisado plaquetario pré formagdo do gel de plaquetas ha 12 — 18g/dL de
fibrinogénio, 42ug/mL de fibronectina, 60.000pg/mL de PDGF e 425pg/mL de VEGF
(esses dados foram colhidos no laboratério de Hematologia da UNESP, local onde o
gel de plaquetas desse estudo foi produzido).

No presente estudo o gel de plaquetas foi usado como meio onde as células-
tronco foram transferidas e mantidas no local da neurorrafia. Em estudo posterior um
grupo sem o gel de plaquetas talvez deva ser incluido, no entanto a dificuldade é
como manipular essas células-tronco e implanta-las no local sem um meio onde se
possa transferi-las. Os grupos que usaram o gel de plaquetas sem células-tronco
(grupos 5 e 6) ndo mostraram resultados melhores que o grupo 7 (onde se usou

células-tronco) ou semelhantes ao grupo 1 (controle da normalidade).

Discutindo separadamente os testes realizados

4.4 Massa inicial e final dos animais

As médias das massas dos animais no inicio e no final do experimento
mostraram homogeneidade na amostra durante o experimento. Diferengas nos
procedimentos cirurgicos em cada grupo nao influenciaram no desenvolvimento dos
animais. Os mesmos resultados, quanto a massa inicial e final dos animais, foram
observados em outros estudos sobre neurorrafia latero-terminal (Viterbo, 1992;
Maciel et al., 2013; Romao 2011; Rosa-Junior 2013).

4.5 Massa dos musculos tibial cranial direito e esquedo
Quanto a massa dos musculos tibiais craniais, do lado direito (lado onde se

realizou o experimento em cada grupo), os grupos experimentais de 3 a 7
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mostraram resultados estatisticamente semelhantes entre si. Os grupos de 3 a 7
mostraram resultados estatisticamente superiores ao grupo 2 (desnervado), ou seja,
houve reinervacdo que permitiu recuperacdo da massa muscular em todos os
grupos experimentais embora nenhum deles tenha se assemelhado ao grupo 1
(controle de normalidade).

O peso do musculo-alvo foi usado por muitos autores na comparacido de
grupos experimentais no estudo da neurorrafia latero-terminal (Viterbo et al., 1992;
Viterbo et al. 1998; Zhang et al., 1998; Kalliainem, 1999; Liu et al., 1999; Papalia et
al., 2007).

Para Viterbo (1992), a massa do musculo tibial cranial correlaciona-se
diretamente a massa do animal. Como nao houve diferengas entre os grupos quanto
a massa dos animais, essa diferenga de massa dos musculos tibiais craniais com o
grupo controle ndo se deve a diferengas no desenvolvimento dos animais e sim a
inteferéncias relativas as variaveis de tratamento em cada grupo experimental.

Para neurorrafias latero-terminais esse resultado é esperado, pois se sabe
que na maioria dos estudos a neurorrafia latero-terminal ndo atinge os resultados da
normalidade ou da neurorrafia término-terminal quanto a massa do musculo-alvo da
reinervagao, conforme alguns estudos exemplificados abaixo.

Tham e Morrison (1998), em estudo de neurorrafia latero-terminal, usaram o
nervo tibial como doador para o nervo fibular comum, tendo os musculos
gastrocnémios como musculos-alvo. Os autores encontraram perda de massa dos
musculos-alvo estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle;
resultado semelhante ao encontrado nesse estudo. Mesmo sem o uso de artificio
que promovesse a melhora na regeneragao nervosa periférica no grupo submetido a
neurorrafia, na conclusao, os autores ressaltaram que houve bons resultados quanto
aos testes funcionais, resultado semelhante ao encontrado no presente estudo que
usou células-tronco derivadas da gordura na neurorrafia latero-terminal no intuito de
promover melhor regeneracgéao periférica.

Yu et al. (2010) usaram o nervo musculocutaneo como receptor e 0 nervo
ulnar como doador tendo o musculo biceps braquial como alvo. Viterbo et al. (2012)
usaram o nervo fibular como receptor e o nervo tibial como doador. Seja qual for a
variagdo, na neurorrafia latero-terminal a massa do musculo-alvo sempre foi

estatisticamente inferior 8 massa do musculo-alvo observada no grupo controle.
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Papalia et al. (2007) em estudo sobre neurorrafia latero-terminal, mostraram que a
massa do musculo-alvo foi menor que a do grupo controle e maior que a massa do
musculo-alvo do grupo desnervado. Todos os resultados acima sdo semelhantes ao
encontrado nesse estudo. Conclui-se que as células-tronco ndo proporcionaram
melhor reinervacdo a ponto de promover recuperacdo da massa muscular do
musculo-alvo se comparado a outros estudos sobre a neurorrafia latero-terminal

Frattini et al. (2012) realizaram estudo experimental em que o nervo ciatico de
ratos foi seccionado e os cotos foram aproximados por um tubo preenchido com
células-tronco mesenquimais da medula éssea. Os autores constataram que o
musculo gastrocnémio mostrou aumento no peso e nos niveis de enzima creatina-
fosfoquinase comparado ao controle que nao usou células-tronco, sugerindo uma
melhora da reinervagdo em animais que receberam células-tronco mesenquimais da
medula éssea.

Maciel et al. (2013) observaram que a massa do musculo tibial cranial, em
grupo submetido a neurorrafia latero-terminal e eletroestimulagado, foi semelhante
estatisticamente ao grupo controle, embora n&o fosse diferente estatisticamente do
grupo submetido a neurorrafia latero-terminal sem eletroestimulagdo. Talvez a
eletroestimulagédo e outras formas de preservacdo da massa muscular sejam mais
eficientes na preservagdo da massa muscular que o emprego das células-tronco da
maneira aqui empregada.

Quanto ao lado esquerdo, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos,
sendo o lado controle de cada animal. Este resultado era esperado e demonstra a
homogeneidade da amostra. Esse resultado também demonstra que o procedimento
realizado no lado direito ndo causou alteragdes sistémicas no animal a ponto de
comprometer o lado esquerdo. O resultado mostra que o procedimento ndao causou
alteragcbes na marcha que pudessem comprometer o musculo do lado esquerdo,
pois os resultados sdo semelhantes aos resultados do lado esquerdo do grupo

normal.
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4.3 Perimetria dos membros posteriores direito e esquerdo

A perimetria trata-se de um método de baixo custo e facilmente executado
para o0 acompanhamento e comparagdo dos grupos, fornecendo informacdes
indiretas sobre o trofismo do musculo acometido pela desnervagao e reinervagao.
Foi usado em estudo prévio (Maciel 2011) sobre efeito da estimulagao elétrica no
musculo tibial cranial apds neurorrafia término-lateral do nervo fibular em ratos; os
autores ndo constataram diferencas entre os grupos e classificaram o método como
pouco sensivel.

No presente estudo, a avalicdo na perimetria foi aperfeicoada, mantendo os
animais sempre na mesma posicao através do molde em papel que permitiu
posicionar os animais sempre na mesma posi¢ao e com a mesma tracao através de
elasticos que ajudaram a posicionar as patas, com o0s animais acordados ou
anestesiados. A perimetria dos membros posteriores foi realizada apenas ao final
do experimento e de duas formas: com os animais acordados e, na sequéncia,
imediatamente depois de serem anestesiados.

Com os animais anestesiados esperava-se mais sensibilidade do método pois
quanto acordados os animais reagem com contragdo muscular dificultado a medi¢ao
da perimetria do membro.

Analisando a perimetria do lado direito, quando os animais estavam
acordados, observou-se diferenga entre os grupos experimentais e o grupo
desnervado, apenas. Ndo se observou diferenga entre os grupos experimentais e o
grupo controle, podendo-se pensar que a neurorrafia permitisse a reinervagao e
manutengao do trofismo muscular em todos os grupos experimentais de 3 a 7. Nao
foi possivel detectar diferenga entre esses grupos (3 a 7) e nem entre esses grupos
€ 0 grupo controle da normalidade.

No entanto, foi visto na avaliagdo das massas musculares que em nenhum
dos grupos de 3 a 7 a massa do musculo tibial cranial direito se assemelhou a
massa do grupo controle de normalidade (grupo 1). Portanto o teste da perimetria foi
pouco sensivel conforme constatado por Maciel (2011) e foi menos sensivel que a
comparagao das massas dos musculos para esse estudo.

Analisando a perimetria do lado esquerdo, nado foi observada diferenca
estatistica entre os grupos, resultado ja esperado, posto que este lado nao foi

operado, mostrando ainda que nao houve aumento de didmetro muscular do lado
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esquerdo, por possivel tentativa de compensacdo devido ao trauma imposto ao
membro direito. O resultado foi compativel com as medidas de massa dos musculos
tibiais craniais para o lado esquerdo.

A imobilizagao, para a medigao da perimetria com o animal acordado, sempre
causou estresse nos animais e ndo se mostrou um método sensivel, confirmando a
observagéo de Maciel (2011).

Com os animais anestesiados, analisando a perimetria do lado direito, os
grupos 4, 5 e 7 mostraram resultados semelhantes estatisticamente ao resultado do
grupo 1 e estatisticamente superiores ao do grupo 2 (desnervado). Os grupos 3, 6 e
2 nao diferiram entre si. Os resultados dos grupos 3, 5, 6 e 7 foram estatisticamente
semelhantes entre si. As diferengas foram sutis e os melhores resultados para esse
teste estdo nos grupos 4, 5 e 7, pois sdo comparaveis aos resultados do grupo
controle.

Quanto ao lado esquerdo, os resultados dos grupos 2, 3, 5, 6 e 7 se
mostraram estatisticamente semelhantes ao resultado do grupo 1. O grupo 4
mostrou resultado estatisticamente superior ao encontrado no grupo 1 e semelhante
ao resultado do grupo 5. Esse resultado foi inesperado.

O aprimoramento do método € necessario para que esse seja um método de
uso mais confiavel. Embora a perimetria tenha sido feita apenas ao final desse
experimento, o seguimento clinico dos animais com perimetrias a cada 30 dias pode
se mostrar um método importante no seguimento dos animais e nao apenas para a
comparagao final.

E importante lembrar que o estresse da anestesia tenha sido fator de morte
de alguns animais em experimento semelhante que usou a perimetria a cada 30 dias
(Maciel, 2011). No presente estudo apenas um animal morreu na perimetria. Se
controlado o fator estresse por uma anestesia mais cuidadosa a perimetria com o
animal anestesiado podera ser um método simples de seguimento da recuperagao

da massa muscular nesse modelo experimental.
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4.4 Estudo eletrofisiolégico do musculo tibial cranial direito

O teste eletrofisiologico fornece dados de laténcia e amplitude. A laténcia esta
relacionada a condugao nervosa, ou seja, o numero de fibras mielinizadas. Ja a
amplitude nos informa o numero de fibras musculares que respondem ao estimulo
elétrico e, consequentemente, ao numero de axoénios excitaveis (Robinson &
Snyder-Mackler, 2001). O teste foi realizado em trés variagbes ou momentos

diferentes:

a. Com o nervo tibial, nervo sural e neurorrafia mantidos integros.

b. Com o nervo tibial seccionado abaixo da neurorrafia, nervo sural e

neurorrafia mantidos integros.

c. Com o nervo sural também seccionado. Com o nervo tibial seccionado

abaixo da neurorrafia como na op¢ao da letra b e a neurorrafia mantida
integra como nas opgdes a e b.

A seccéao do nervo tibial e posteriormente do nervo sural foram feitas para que
nao ocorresse “possivel” transmissao de corrente nervosa pelos nervos sural e tibial
e as medigdes de laténcia e amplitude pudessem ser aferidas tendo-se a certeza de
que a corrente passou apenas pela neurorrafia.

A frequéncia, duracao e intensidade do estimulo foram constantes para que a
unica variavel fosse relativa ao grupo experimental.

Segundo Marciano e Garbino (1994) os testes de conducgdo nervosa sao
objetivos, independem do paciente ou do animal. Entretanto alguns fatores podem
interferir no resultado do teste, como a temperatura das extremidades que em
situagdes de esfriamento reduzem as velocidades de condugdao nervosa,
principalmente nos dedos. A variacdo de velocidade trara consequentemente
variagdes da amplitude e laténcia.

A preocupacgao com a temperatura e umidade também foi ressaltada por Yu et
al (2010), em estudo experimental sobre neurorrafia latero-terminal em nervos
periféricos. Os autores se preocuparam em manter os animais aquecidos com manta
térmica e manter nervos e musculos umedecidos com soro fisiolégico a 0,9%
durante os testes eletrofisiolégicos. Os animais no presente estudo foram operados

mantendo-se os nervos e musculos umedecidos com soro fisiolégico a 0,9%, em
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temperatura ambiente, em periodo do ano de temperatura quente, e sempre

cobertos por tecido de algoddo como campos cirurgicos ou compressas.

Levando em consideragdo essa variagdo que foi constatada em outros
estudos de nosso grupo (Maciel 2011; Roméo 2011), optou-se por escolher, dentre
as seis medidas realizadas em cada variagdo do teste eletrofisiolégico, sempre a
medida em que a amplitude fosse a maior e ndo a média das medidas. Pois ha
sempre uma grande variagao, dependo do posicionamento exato dos eletrodos ou
das variagbes de temperatura do animal anestesiado, que esta com musculos e

nervos dissecados e expostos as variagoes de umidade e temperatura.

No teste eletrofisiolégico com todos os nervos e neurorrafia mantidos,
quanto a laténcia, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais de
3 a 7 e nem entre esses grupos e o grupo controle (grupo 1), todos mostraram
resultados superiores ao grupo desnervado (grupo 2). Quanto a amplitude, todos os
grupos mostraram-se com resultados superiores ao obtido pelo grupo 2, nédo houve
diferenga estatistica entre os grupos experimentais de 3 a 7 e apenas os grupos 3, 4
e 5 se assemelharam estatisticamente ao grupo 1. Esta avaliacdo mostrou que
houve sensibilidade suficiente para diferenciar os grupos experimentais de 3 a 7 do

grupo desnervado, mas nao o suficiente para diferencia-los entre si.

Com a secc¢ao do nervo tibial procurou-se excluir possivel passagem de
estimulo elétrico por esta via. Quanto a laténcia, todos os grupos mostraram
resultados estatisticamente superiores ao do grupo desnervado (grupo 2). Os grupos
4, 5 e 7 mostraram resultados estatisticamente iguais ao do grupo controle (grupo 1).
Quanto a amplitude, os grupos experimentais de 3 a 7 mostraram resultados
estatisticamente iguais entre si, inferiores ao do grupo 1 e superiores ao do grupo 2.
Novamente foi possivel diferenciar os grupos experimentais de 3 a 7 do grupo
desnervado e do grupo controle quanto a amplitude. Foi possivel observar
diferencas entre os grupos experimentais quanto a laténcia: os grupos 4, 5 e 7

apresentaram resultados semelhantes ao resultado do grupo controle.

Com a secc¢ao do nervo sural foi excluida outra possivel via de passagem

do estimulo. Quanto a laténcia, todos os grupos mostraram resultados



173

estatisticamente melhores que o resultado do grupo desnervado (grupo 2). Os
grupos 4 e 7 mostraram resultados estatisticamente semelhantes ao resultado do
grupo controle (grupo 1). Quanto a amplitude, todos mostraram resultados
estatisticamente melhores que o resultado do grupo 2. Dos grupos experimentais de
3 a 7, apenas o grupo 7 mostrou resultado inferior ao resultado do grupo 1, resultado
inesperado. Os resultados mostram pouca sensibilidade na diferenciacdo dos
grupos, apenas o grupo desnervado se diferencia dos outros grupos. O fato do
grupo 7 mostrar resultado inferior ao observado no grupo 1 é fato isolado que n&o se
repete nos demais exames de amplitude.

De forma geral, o teste eletrofisiolégico conseguiu diferenciar os grupos
experimentais de 3 a 7 do grupo desnervado, mostrando que houve reinervacao
muscular.

No grupo 2 (desnervado) foi possivel detectar laténcia e amplitude com o
estimulo no nervo ciatico. Uma possivel explicagado para essa captagao de estimulo
elétrico em um musculo teoricamente desnervado € a possivel neurotizagao
musculo-muscular, onde pode ser possivel que um musculo seja reinervado através
de nervos vindos de um outro musculo junto a esse musculo desnervado, pois na
andlise do nervo fibular comum junto ao musculo desnervado nao foi possivel
observar nenhuma fibra nervosa em nenhum animal do grupo 2.

Os testes eletrofisioldgicos séo usados algumas vezes apenas para mostrar
gue houve reinervagao e nao para comparar os grupos entre si (Papalia et al. 2007).

Os grupos 1, 3, 4 e 5 mostraram os melhores resultados quanto a amplitude
com todos os nervos e neurorrafia mantidos. Os grupos 1, 4, 5 e 7 mostraram o0s
melhores resultados quanto a laténcia, com a seccgao do nervo tibial. Os grupos 1, 4
e 7 mostraram os melhores resultados quanto a laténcia com os nervos sural e tibial
seccionados, mas nao nos permitiu concluir pela superioridade de resultados de um
dos grupos experimentais. Observou-se que apenas o grupo 4 esteve presente entre
os grupos de melhores resultados nas trés formas de realizacdo do teste
eletrofisiolégico. Concluiu-se que esse teste foi pouco sensivel para esse
experimento.

Como houve diferencas entre os testes com os nervos sural e tibial
seccionados, recomendamos que esses nervos sejam seccionados em estudos

semelhantes para a comparagao dos grupos.
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Viterbo et al. (1998) compararam a neurorrafia latero-terminal com e sem
lesdo de epineuro e usaram teste eletrofisioldgico que néo foi capaz de diferenciar
os dois grupos, apesar de outros parametros também nao diferenciarem os grupos.

Yu et al. (2010) em estudo de reinervagdo nervosa periférica através da
neurorrafia latero-terminal usaram os testes eletrofisiologicos com resultados
semelhantes aos aqui relatados, ou seja, o grupo experimental no qual se fez a
neurorrafia latero-terminal com resultado de laténcia estatisticamente maior e de
amplitude estatisticamente menor quando comparados ao resultado do grupo
controle.

Maciel et al. (2013) ndo conseguiu diferenciar os grupos experimentais do
grupo controle através do teste eletrofisioldgico realizado nos mesmos moldes desse
estudo. Rosa (2013) em estudo sobre o uso de células-tronco derivadas da gordura
nao conseguiu diferenciar os grupos experimentias quanto a laténcia e amplitude,
apenas constatou que o grupo que usou células-tronco se assemelhou ao grupo
controle quanto a laténcia. Como nos estudos apresentados o teste eletrofisioldgico

também mostrou baixa sensibilidade para esse estudo.
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4.5 Avaliagao da marcha pelo teste de “Walking Track”

Para Nichols et al.,, (2005) os testes funcionais sdo o melhor e 0 mais
inequivoco meétodo para a demonstracao de que um nervo nao apenas regenerou
mas que fez corretamente a conexado com o 6rgao-alvo. Os resultados desse estudo

comprovam essa opinido.

No Brasil, Gasparini et al. (2007) propuseram o calculo do indice funcional do
ciatico através da analise de imagens de video que foram feitas quando o animal
(rato) andou por uma passarela. Os pixels foram transformados em milimetros e as
férmulas propostas por Bain e De Medinaceli foram aplicadas. Os autores
encontraram correlagcao entre os dados obtidos manualmente e através das imagens
quando a mesma férmula foi aplicada. Trata-se de uma forma semiautomatica de se
obter esses indices funcionais. Forma menos trabalhosa de avaliar os mesmos
indices.

Ha varias maneiras de se avaliar os indices funcionais dos nervos periféricos,
desde a forma manual classica através do “Walking Track”, passando por diversas
formas semiautomaticas como a proposta por Gasparini et al. (2007) ou através do
“CatWalking” usado nos estudos sobre a regeneragdo nervos periférica (Borzuk et
al., 2008; Cartarozzi et al., 2015). No presente estudo os mesmos indices foram
avaliados através do “Walking Track” e do “CatWalk”.

O teste da marcha analisa o0 modo de andar do animal através do calculo da
expressao, como porcentagem, de perda da fungdo do membro tratado em relagao
ao contralateral. O teste de marcha foi desenvolvido por De Medinaceli et al. (1982)
através do indice funcional do isquiatico (IFl) ou indice funcional do ciatico (IFC) que
avalia a fungao relacionada ao nervo isquiatico; foi aperfeicoado por Bain et al.
(1989), que desenvolveu métodos especificos para o nervo tibial (indice funcional do
tibial ou IFT) e para o nervo fibular (indice funcional do fibular ou IFF).

Segundo De Medinaceli et al. (1982), quando o IFC tem porcentagem perto
de zero (aceitando-se até o valor de -11%) indica valor normal; e porcentagem perto
de -100% (aceitando-se até -118%) indica perda total da funcéo e desnervagao.

Como o modelo experimental eleito para essa pesquisa envolve
especificamente o nervo fibular, foram usados os indices idealizados por Bain et al.
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(1989). Além das medidas do indice funcional do fibular realizaram-se as medidas
do indice funcional do nervo tibial - por ser o nervo doador - e do nervo ciatico - por
ser 0 nervo que da origem aos nervos tibial e fibular comum.

Bain et al. (1989) descreveram a dificuldade de medir as distancias entre o
primeiro ao quinto dedo e entre o segundo ao quarto dedo, medidas necessarias
para o calculo dos indices dos nervos tibial e ciatico (IFT e IFC). Os autores
descreveram uma segunda forma de realizar esta medida: a medida manual, que é
realizada segurando-se o animal pela pele de tras do pescoc¢o e o mantendo em pée,
os dedos do animal imprimem uma marca em uma folha de acetato e a medida entre
os dedos pode ser aferida. Os autores sugerem que esta medida seria semelhante
aquela obtida pelo teste da marcha.

De Medinaceli et al. (1982) usaram a medida de 80mm (para a medida do
comprimento da pegada deixada pela pata) e 6mm (para as distancias entre o
primeiro e quinto dedo e para a distancia entre o segundo e quarto dedo) para
quando néao fosse possivel realizar a medida do comprimento da pata e a distancia
entre os dedos. Nesse estudo foi possivel realizar a medida do comprimento da
pegada da pata em todos os animais, no entanto a medida entre os dedos néo foi
possivel em alguns casos, usando-se a medida arbitraria de 6mm para a largura da
pata (entre os dedos) por concluir que esta medida usada sempre que nao fosse
possivel realizar a medida real, em todos os casos e em todos os grupos, seria mais
adequada do que tentar realizar a medida com o animal mantido em pé, pois esta
ultima forma de medicdo da pegada da pata estaria sob a possivel influéncia do

pesquisador que estaria manipulando o animal.

Avaliagcao do IFC

Com 30 dias, nenhum dos grupos experimentais mostrou resultados
comparaveis estatisticamente ao resultado do grupo 1 (controle, com o melhor
resultado). O grupo 2 apresentou resultado estatisticamente semelhante aos
resultados dos grupos 4, 5 e 6, os piores resultados. Os resultados dos grupos 2, 3,
4, 5 e 7 nao diferiram entre si. Com 60 dias, os resultados dos grupos experimentais
de 2 a 7 nao diferiram entre si e todos diferiram do resultado do grupo 1 (controle). O
mesmo resultado se manteve com 90 dias. Aos 120 dias, os resultados dos grupos
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experimentais de 3 a 7 ndo diferiram entre si, mas ja diferiram do resultado do grupo
2, mantendo a diferenga estatistica do resultado do grupo 1.

Aos 120 dias as avaliagbes do grupo 4 foram perdidas e portanto nao
avaliadas.

O mesmo resultado se manteve com 150 dias. Na ultima avaliagdo, os
resultados de todos os grupos mantiveram-se inferiores ao do grupo 1 (o melhor
resultado). Os resultados dos grupos 3, 4 e 5 nao diferiram do resultado do grupo
desnervado (o pior resultado). Os resultados dos grupos 3, 5, 6 e 7 nao diferiram
entre si.

Ao final de 180 dias houve recuperagao do IFC, sobretudo nos grupos 6 e 7,
0S Unicos grupos com resultados melhores que o observado no grupo desnervado
(grupo 2). O nervo ciatico nao foi lesado, mas os nervos tibial e fibular envolvidos no
experimento sdo ramos do nervo ciatico e foi possivel avaliar a evolugéo dos grupos
submetidos a neurorrafia também através desse teste, com melhor recuperacao dos

grupos6e 7.

Avalicao do IFT

Com 30 dias, os resultados de todos os grupos de 2 a 7 diferiram
estatisticamente do resultado do grupo controle. O grupo 6 (-102,43) apresentou
resultado estatisticamente comparavel aos resultados dos grupos 2 (desnervado), 4
e 5, os piores resultados. Os resultados dos grupos 2, 3, 4, 5 e 7 nao diferiram

estatisticamente entre si.

Com 60 dias os resultados de todos os grupos de 2 a 7 diferiram
estatisticamente do resultado do grupo 1 (controle, com o melhor resultado) e nao

diferiram entre si.

Com 90 dias os resultados de todos os grupos diferiram do resultado do grupo
1, os resultados dos grupos de 3 a 7 nao diferiram entre si, e apenas os resultados
dos grupos 3 e 4 nao diferiram estatisticamente do resultado do grupo 2. Com 120
dias o resultado de todos os grupos experimentais avaliados diferiram do resultado
do grupo 1 e também do resultado do grupo 2, e nao diferiram entre si. Com 150
dias os resultados dos grupos experimentais de 3 a 7 nao diferiram entre si, todos os
resultados diferiram do resultado do grupo 1 e apenas o resultado do grupo 4 nao
diferiu estatisticamente do resultado do grupo 2. Com 180 dias, todos os grupos
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mantiveram a diferenga estatistica do grupo controle (o melhor resultado), os
resultados dos grupos 6 e 7 n&o diferiram entre si e apresentaram os melhores
resultados dos grupos experimentais de 3 a 7. Os resultados dos grupos 3 e 4 nao
diferiram estatisticamente do grupo 2 (piores resultados). Nesse momento os
resultados do IFT nos grupos 6 e 7 apresentaram a melhor evolugdo dentre os
demais e os grupos 3 e 4 a pior evolugdo. O indice avalia a fungdo do nervo tibial,

que néo foi lesado.

Avalicao do IFF

Na avaliagdo de 30 dias os resultados dos grupos experimentais de 3 a 7
diferiram estatisticamente do resultado do grupo controle e apenas o resultado do
grupo 4 nao diferiu estatisticamente do resultado do grupo 2 (piores resultados).
Com 60 dias, os resultados dos grupos experimentais de 3 a 7 ndo diferiram entre si
e foram inferiores ao resultado do grupo controle. Os resultados dos grupos 3 e 4
nao diferiram do resultado do grupo 2 (piores resultados). Com 90 dias os resultados
dos grupos experimentais de 3 a 7 diferiram do resultado do grupo 1 (melhor
resultado) e do resultado do grupo 2 (pior resultado), os grupos 3, 5, 6 e 7 nao
diferiram entre si, o resultado do grupo 4 nao diferiu dos resultados dos grupos 3 e 5,
mas foi pior que os resultados dos grupos 6 e 7.

Com 120 dias os resultados de todos os grupos diferiram do resultado do
grupo 2 (pior resultado), o resultado do grupo 7 nao diferiu do resultado do grupo 1
(melhor resultado), e os grupos experimentais de 3 a 7 nao diferiram entre si. Com
150 dias, este resultado se manteve. Com 180 dias, os resultados de todos os
grupos de 3 a 7 diferiram do resultado do grupo 2 (pior resultado), o resultado do
grupo 7 nao diferiu do resultado do grupo 1 (melhor resultado), os demais grupos
experimentais apresentaram resultados inferiores ao observado no grupo 1. O
resultado do grupo 7 nao diferiu dos resultados dos grupos 5 e 6 e mostrou resultado
superior aos resultados dos grupos 3 e 4,

Assim, na avaliacdo do IFF, todos os grupos experimentais mostraram
recuperacado funcional, mas apenas o grupo 7 mostrou resultado comparavel

estatisticamente ao resultado do grupo 1.
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Aos 120 dias as avaliagdes do grupo 4 foram perdidas e portanto ndo foram
avaliados os indices funcionais dos nervos ciatico, fibular comum e nem tibial para
esse grupo nesse periodo de observagao.

Desde que foi descrito, o teste de avaliagcdo da marcha, “Walking Track”, foi
usado por diversos autores e teve sua reprodutibilidade e confiabilidade
confirmadas, sendo considerado indispensavel nas avaliagdes de reinervagao
nervosa periférica (Liu et al., 1999; Monte-Raso et al., 2006; Lopes et al. 2006;
Braga-Silva 2006; Shimizu et al., 2007; Gasparini et al., 2007; Chem et al.,2007;
Papalia et al., 2007; Walsh e Midha, 2009).

Testes funcionais na neurorrafia latero-terminal sdo considerados excelentes
testes de avaliagdo por muitos autores por mostrar a capacidade da regeneragao
nervosa e muscular além da readaptagcdo muscular e a neuroplasticidade cerebral,
quando se usam nervos antagonistas na reinervacgao (Nichols et al., 2005; Papalia et
al., 2007).

O nervo tibial inerva o musculo gastrocnémio que € um musculo flexor, o
nervo fibular comum inerva o musculo tibial cranial, um musculo extensor, assim
estes nervos transmitem informagdes antagonicas. A secgéo do nervo fibular comum
causa flexdo plantar da pata, podendo o animal andar sobre o dorso do pé. A lesao
do nervo tibial causa eversao da pata, podendo o animal andar com o apoio dos
dedos mediais e com elevagao do quinto dedo (Here et al. 1992).

Here et al. (1992) e Monte-Raso et al. (2006), assim como nesse estudo,
relatam dificuldade na medicdo dos pardmetros usados na avaliacdo do indice
funcional do ciatico nas primeiras semanas, pois 0s animais pisam com o dorso do
pe.

Na neurorrafia latero-terminal um nervo flexor emitiu axénios para um nervo
extensor, no entanto percebeu-se que houve, sim, reinervacdo com tendéncia a
recuperacédo da fungcdo normal do musculo tibial cranial (extensdo) como ja
constatado por outros autores (Viterbo, 1992; Lundborg et al.,1994; Zhao et al.,
1997; Cederna et al., 2001; Papalia et al., 2007; Maciel, 2011).

Para Bozkurt et al. (2008), na avaliagdo da regeneragdo de axbnios é
indispensavel o uso de testes que detectem a recuperacado funcional do animal,
como os testes eletrofisiolégicos que demonstram sinais precoces de regeneragao

funcional dos axénios, mas alertam para limitagdes metodologicas desses testes.
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Para esses autores demonstragdes da funcionalidade dos axénios em seus 6rgaos-
alvo sao de grande interesse clinico e podem ser feitas com testes comportamentais
como o classico “Walking Track” que tem recebido grande atengdo em pesquisas de
lesdo nervosa periférica em modelos com lesdao do nervo ciatico em ratos. O
presente estudo confirma a importancia e algumas dificuldades que o teste ainda
nos impde, sobretudo nas primeiras semanas.

Nesse estudo, alguns animais, em todos 0s grupos, ndo tiveram as medidas
entre os dedos aferida, sobretudo os animais do grupo desnervado. Desta forma a
introducdo da medida de 6mm foi importante para que os grupos pudessem ser
comparados quanto aos indices dos nervos ciatico e tibial.

Na literatura outros estudos comprovaram reinervagéo através de testes
funcionais em periodos de observagcdo semelhantes ao usado do presente estudo:
Papalia et al. (2007) realizaram neurorrafia latero-terminal de nervo mediano ao
nervo radial e através de teste funcional observaram recuperagédo motora de 42% da
funcdo normal na trigésima semana; Yu et al. (2010) conseguiram detectar
reinervagdo apds neurorrafia latero-terminal no quinto més de observagao atraves
do “grooming test” que analisa o quanto a pata anterior pode se elevar e flexionar,
através de um score;

O presente estudo observou diferengas funcionais no sexto més, através do IFF.

Lopes et al. (2006) e Frattini et al. (2012) estudaram a influéncia de células-
tronco removidas da medula 6ssea na regeneragcdo nervosa periférica em ratos,
através do uso de um tubo preenchido com células do estroma da medula 6ssea
interpostos em defeitos do nervo ciatico. Constataram que a melhora funcional
através do indice funcional do ciatico foi mais rapida e mais significativa no grupo
que recebeu as ceélulas-tronco da medula 6ssea quando comparadas ao grupo que
nao as recebeu.

Chen et al. (2006) através de testes funcionais, conseguiram melhores
resultados em grupo experimental em que se usou células-tronco derivadas da
medula 6ssea para defeito de nervo periférico na quarta e quinta semanas de
observacgao.

Hundepool et al. (2014) em estudo de meta-analise sobre o uso de células-
tronco em regeneragao nervosa periférica concluiu que o efeito positivo das células-

tronco na regeneragao nervosa periférica demonstrado por diversos artigos através
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do “Walking Track” € uma forte evidéncia que confirma o papel positivo das células
tronco na regeneragao nervosa periférica.

Nesse presente estudo, o teste de “Walking Track” conseguiu detectar
diferencas entre os grupos experimentais de 3 a 7 e, sobretudo demonstrou a
progressdo na recuperagao funcional em todos esses grupos em tempo de

observacao de 6 meses.

4.6 Avaliagao da marcha pelo teste de “CatWalk”

O “CatWalk” é um sistema de analise automatizado da marcha. Trata-se de
uma passarela de vidro iluminada, por onde o animal anda, acoplada a uma camera
que filma as pegadas impressas no vidro e um sistema que analisa as pegadas
quanto a diversos parametros e permite a comparagao entre os grupos de estudo. O
controle da velocidade estabelece o tempo no qual os animais devem cumprir o
percurso e a aquisicao de dados é automatizada. Quando o animal anda mais rapido
que o estabelecido para a caminhada ou para durante a caminhada, esses dados
nao sao considerados na comparagao. Portanto apenas caminhadas dentro do
padrao estabelecido sdo consideradas.

Os indices funcionais dos nervos ciatico, tibial e fibular foram avaliados
também por este sistema aos 180 dias de observagao, e apenas neste momento,

pois 0 acesso ao equipamento se deu apenas no final da observagao dos animais.

Quanto ao indice funcional do ciatico
Quando o célculo do IFC foi feito apenas com os dados fornecidos pelo “CatWalk”,
poucos animais foram avaliados em cada grupo, pois a medida intermediaria entre
os dedos foi possivel de ser aferida em poucos animais. Desta forma ndo se observa
diferenga estatistica entre os resultados dos grupos 1, 4, 5, 6 e 7. Para os grupos 2 e
3 nao foi possivel aferir a medida da distancia entre os dedos intermediarios em
nenhum dos animais. Quando a medida entre os dedos foi substituida pelo valor 0,6
cm, como no “Walking Track”, o IFC foi calculado em todos os grupos e 0s
resultados mostraram que os grupos de 2 a 7 nao apresentaram diferencas entre si
e apenas o grupo 7 mostrou resultado estatisticamente semelhante ao grupo 1. Este

resultado foi diferente daquele obtido pelo “Walking Track”, no qual nenhum dos
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grupos se comparou ao grupo controle. Os resultados dos grupos 3, 5, 6 e 7 ndo
diferiram entre si e apenas os resultados dos grupos 6 e 7 foram superiores ao do
grupo 2 (desnervado). O unico resultado semelhante obtido pelos dois testes foi que
todos os grupos de 2 a 6 diferiram do grupo controle. Talvez o teste do “CatWalk”
tenha sido mais sensivel em detectar valores estatisticamente semelhantes entre os

grupos 1e7.

Quanto ao indice funcional do nervo tibial

Quando o calculo do IFT foi feito apenas com os dados fornecidos pelo
“CatWalk”, poucos animais foram avaliados em cada grupo, pois a medida
intermediaria entre os dedos foi possivel de ser aferida apenas em poucos animais.
Para os grupos 2 e 3 este calculo ndo foi possivel pois nenhum animal teve a
distdncia entre os dedos aferida. Os grupos 1, 4, 5, 6 e 7 néao diferiram
estatisticamente entre si. Mas quando a medida entre os dedos foi substituida por
0,6cm os resultados mostraram que os grupos de 2 a 7 nao diferiam entre si e todos
diferiam do grupo 1 (melhor resultado). Este mesmo indice avaliado pelo “Walking
Track” mostrou que todos os grupos diferiram do grupo 1 (melhor resultado) e que o
grupo 7 s6 nao diferiu do 6. Os grupos 3 e 4 nao diferiram do grupo 2 (pior resultado)
e os demais grupos apresentaram melhores resultados que o grupo 2. O unico
resultado obtido pelos dois testes foi que todos os grupos (2 a 7) diferiram do grupo

controle.

Quanto ao indice funcional do nervo fibular

Quanto ao indice funcional do nervo fibular, os grupos de 3 a 7 ndo mostraram
diferenga estatistica entre si, os grupos 5, 6 e 7 ndo mostraram diferenca estatistica
com o grupo 1 (controle) e apenas o grupo 6 e 1 diferiram estatisticamente do grupo
2 (desnervado). Estes resultados controversos sdo devidos ao grande desvio
padrdo. Na avaliagdo do “Walking Track” para o IFF, apenas o grupo 7 mostrou
resultados semelhantes estatisticamente ao grupo 1 e todos o0s grupos
experimentais diferiram estatisticamente do grupo 2. Resultado mais esperado e
condizente com os resultados dos outros testes. Os resultados dos dois testes
permitiram afirmar que o grupo 7 alcangou resultados estatisticamente comparaveis

ao grupo 1, salientando que no “CatWalk” os grupos 3, 5, 6 e 7 também alcancaram
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resultados estatisticamente semelhantes ao grupo 1 (controle). Na avaliagdo do IFF,
o teste de “CatWalk” pode ter sido mais sensivel que o “Walking Track”.

Cartarozzi et al. (2015) investigaram a eficacia de células-tronco mesenquimais
removidas da medula 6ssea na regeneracao de nervos periféricos. O resultado
funcional através do “CatWalk” mostrou que o grupo que usou células-tronco
mostrou melhor recuperacado da fungido motora na sétima e oitava semana apos a
lesdo. Essa diferengca nao foi mostrada antes, pois os autores ressaltaram que o
teste do IFF (calculado pela férmula de Bain et al. 1989) medido através do
“‘CatWalk” € baseado na pressao exercida pela pata e ndo apenas pela marca da
pegada como no teste da passarela. Cartarozzi et al. (2015) também sugerem que
esse teste seja mais sensivel que o “Walking Track”.

Segundo Bozkurt et al. (2008), o indice funcional do ciatico através do “Walking
Track”, proposto ha cerca de duas décadas, apresenta algumas limitagdes:

1.0 IFC pode diminuir significativamente através de dificuldades no controle da

velocidade de locomocéo do animal.

2.A paresia da pata afetada dificulta a identificacdo das medidas da pegada,

necessarias ao calculo do indice. No presente estudo houve grande dificuldade

de aferir estas medidas, sobretudo nas primeiras semanas.

3.0 processamento dos dados € muito trabalhoso, sobretudo quando o estudo

reune grande numero de animais, opiniao compartilhada durante o desenvolver

desse estudo.

Quando se comparam os resultados obtidos no “Walking Track” com aqueles
obtidos no “CatWalk”, quanto aos indices funcionais, os resultados sugerem que o
“CatWalk” possa ser mais sensivel.

Outros parametros foram avaliados por meio desse sistema. Segundo Bozkurt
et al. (2008), os resultados das andlises dos diversos parametros devem ser
expressos como uma relagédo entre a pata traseira direita (afetada) e a contralateral
esquerda (normal) sempre que possivel.

Quase todos os resultados abaixo foram expressos como porcentagem em
relagdo ao membro posterior normal (esquerdo), pois essa relacdo é apresentada
como resultado dado pelo programa do “CatWalk”, ou seja, o resultado foi a
porcentagem do resultado da pata direita sobre a pata esquerda. Se o resultado foi

50, a pata direita obteve 50% do resultado da pata esquerda.
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Parametros avaliados

1) indice de regularidade - Tabela 18: reflete 0 quanto a marcha é coordenada
em relagdo a ordem das colocacdes das patas. Expressa o numero de sequéncias
normais de passos em relagéo ao total de passos dados naquela corrida. Quanto ao
indice de regularidade, ndo se observou diferengca estatistica entre os grupos
experimentais de 3 a 7 e nem entre esses grupos € o grupo 1. Os grupos 3 e 4

apresentaram resultados estatisticamente semelhantes ao do grupo 2.

2) Intensidade maxima - Tabela 19: a medida da intensidade das patas reflete
a intensidade média de todos os pixels que contribuem para a area de impressao
maxima da pata em analise, dando uma meédia da pressao exercida pela pata
durante a marcha. Este parametro foi estudado usando-se a relagdo entre o
resultado da pata estudada com a pata normal (%). Os grupos de 3 a 7 nao diferiram
estatisticamente entre si. Apenas o grupo 6 nao diferiu estatisticamente do grupo 1 e
apresentou resultado melhor que o observado no grupo 2. Os grupos 1 e 2 diferiram
entre si. Apesar de melhores resultados observados no grupo 6, esse nao diferiu

estatisticamente dos outros grupos experimentais.

3) “Stand” ou fase de apoio - Tabela 20: é a duracdo de contato da pata com
o vidro. Este parametro foi calculado usando-se a relacdo entre o resultado da pata
estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenga entre os grupos estudados (3
a 7) e nem entre estes e os grupos 1 e 2. A Unica diferenga detectada foi entre os
grupos 1(controle) e 2(desnervado). No grupo desnervado o tempo de contato da
pata desnervada com o vidro foi cerca de metade do tempo de apoio da pata normal.

O teste foi pouco sensivel.

4) “Stand index” ou indice da fase de apoio - Tabela 21: se refere a
velocidade em que a pata perde o contato com o vidro. Este parametro foi estudado
usando-se a relagdo entre o resultado da pata estudada com a pata normal (%). Nao
houve diferenga entre todos os grupos estudados (de 1 a 7).

Quanto aos resultados acima, ou os testes ndo foram sensiveis o suficiente,

ou esses parametros nao sao alterados pela desnervacdao do musculo tibial cranial.
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5) Parametros relacionados a cada pata:

a) Area de impressido do contato - Tabela 22: é o tamanho da impresséo da
pata. Este parametro foi estudado usando-se a relagao entre o resultado da pata
estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenca entre os gruposde 3a 7, e
nao houve diferenga entre os grupos de 3 a 7 com os grupos 1 e 2. A Unica
diferenca detectada foi entre os grupos 1 (controle, com o melhor resultado) e 2. O

teste foi pouco sensivel.

b) Area do contato maximo - Tabela 23: reflete o tamanho da impress&o da
pata no momento em que ela tem contato maximo com a passarela de vidro
durante a fase de apoio. Este parametro foi estudado usando-se a relagcéo entre o
resultado da pata estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenga estatistica
entre os grupos de 3 a 7, e ndo houve diferenga entre os grupos de 3 a 7 com o
grupo 1. Apenas o grupo 6 apresentou resultado melhor que o resultado do grupo
2, e 0 grupo 1 apresentou resultado melhor que o resultado do grupo 2

(desnervado). O teste foi pouco sensivel.

c) Intensidade maxima no contato maximo - Tabela 24: Este parametro foi
estudado usando-se a relagdo entre o resultado da pata estudada com a pata
normal (%). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos de 3 a 7, e ndo houve
diferenca entre os grupos de 3 a 7 com o grupo 1, apenas o grupo 6 apresentou
resultado melhor que o resultado do grupo 2, e o grupo 1 apresentou resultado

melhor que o grupo 2 (desnervado). O teste foi pouco sensivel.

d) Intensidade média no contato maximo - Tabela 25: Este pardmetro foi
estudado usando-se a relagdo entre o resultado da pata estudada com a pata
normal (%). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos de 3 a 7, e nao houve
diferenca entre os grupos de 3 a 7 com o grupo 1, apenas o grupo 6 apresentou
resultado melhor que o resultado do grupo 2, e o grupo 1 apresentou resultado

melhor que o grupo 2 (desnervado). O teste foi pouco sensivel.
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6) Parametros dinamicos:

a) Duracgao da fase “swing” ou de balango - Tabela 26: € o periodo em que a
pata ndo esta em contato com a pista de vidro durante cada ciclo de passos. Este
parametro foi estudado usando-se a relagao entre o resultado da pata estudada
com a pata normal (%). Os grupos de 3 a 7 nao mostraram diferenca estatistica
entre si e os grupos de 1 a 6 ndao mostraram diferenga entre si. O grupo 7
apresentou o maior valor para esse parametro e foi o grupo no qual a pata
estudada permaneceu maior tempo no ar, sem contato com a pista de vidro. Trata-

se de resultado isolado e sem diferenga estatistica entre os grupos experimentais.

b) Velocidade da fase “swing” ou de balanc¢o - Tabela 27: ¢ a velocidade da
pata durante o swing. Este parametro foi estudado usando-se a relagado entre o
resultado da pata estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenca entre os
grupos de 3 a 7, e ndo houve diferenga entre os grupos de 3 a 7 com os grupos 1 e
2. A unica diferengca detectada foi entre os grupos 1 (controle, com o melhor

resultado) e 2 (com o pior resultado, grupo desnervado). O teste foi pouco sensivel.

c) Distancia das pegadas de uma mesma pata - Tabela 28: este parametro foi
estudado usando-se a relagdo entre o resultado da pata estudada com a pata
normal (%). N&o houve diferenga estatistica entre os grupos de 3 a 7 e nem entre
os grupos de 2 a 5. Os grupos 6 e 7 apresentaram resultado estatisticamente
semelhante ao do grupo 1 e numericamente superior ao do grupo 2 (desnervado).
Nos grupos 6 e 7 a pata direita se movimentou com distancia entre as pegadas

estatisticamente semelhante aos valores da pata normal.

d) “Step cycle” - Tabela 29: tempo (em segundos) entre dois contatos de uma
mesma pata. Este parametro foi estudado usando-se a relagao entre o resultado da
pata estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenga entre os grupos de 1 a
7.
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e) “Duty Cycle” - Tabela 30: expressa a fase de apoio como porcentagem do
ciclo de passo. Este parametro foi estudado usando-se a relagéo entre o resultado
da pata estudada com a pata normal (%). Nao houve diferenga entre os grupos de
1a7.

f)  “Print positions” - Tabela 31: este paré@metro ndo usou, como o resultado, a
relacao entre os valores da pata estudada com a pata normal como em parametros
anteriores. E a distancia entre a posicdo da pata posterior e a posigdo da pata
dianteira previamente colocada do mesmo lado do animal e no mesmo passo. Um
valor positivo indica que a pata posterior foi colocada atras da pata dianteira. Um
valor negativo indica que a pata traseira foi colocada anteriormente a pata dianteira
(forma errada de andar). Avaliando o lado esquerdo de cada grupo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos de 1 a 7, resultado esperado dado que o lado
esquerdo de todos os animais em todos os grupos é o lado normal. Comparando o
lado direito dos grupos, os grupos experimentais nao diferiram entre si e nao
diferiram do grupo 1 (controle) e nem do grupo 2 (desnervado), apenas o grupo 6
diferiu do grupo 2.
Quanto aos parametros “step cycle”, “duty cycle” e “print positions”, os
resultados mostram que os testes foram pouco sensiveis para esse estudo ou os

parametros nao sao modificados por esse modelo experimental.

g) Base of suport - Tabela 32: é a largura ou distancia média entre as patas
dianteiras e traseiras. Nas lesdes medulares as patas dianteiras tendem a manter a
distancia e as traseiras a aumentar esta distancia. Este parametro também néo
usou, como o resultado, a relagao entre os valores da pata estudada com a pata
normal. Nos grupos examinados, quando se compara apenas as distancias entre
as patas dianteiras, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Quando se
compara as distancias entre as patas traseiras dos grupos, verifica-se que o grupo
2, desnervado, mostrou uma média de distancia (6,32 mm) maior estatisticamente
que a média de distancia entre as patas traseiras do grupo 1, controle (5,23 mm).
Os grupos 3, 5 e 7 nao diferiram do grupo 1, mas também nao diferiram do grupo

desnervado. Os grupos 4 e 6 diferiram do grupo controle e foram estatisticamente
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semelhantes ao grupo desnervado. Os grupos experimentais de 3 a 7 nao diferiram

estatisticamente entre si. O teste foi pouco sensivel.

Segundo as orientagdes de uso do “CatWalk”, para a interpretacdo dos dados
da corrida é importante que a velocidade de locomog¢ao nao difira significativamente
entre os grupos. Por esta raz&o, estabeleceu-se um tempo limite para todas as
corridas de 8 segundos para que 0s animais percorressem a passarela de vidro.
Esse tempo foi estabelecido apds se avaliar corridas de todos os animais, como um
treinamento, antes das medidas usadas nesse estudo. Para que o peso nao
interferisse em algumas medidas como a intensidade, a pata contralateral sempre foi
tomada como o controle para a pata afetada e os resultados expressos em
porcentagem do resultado da pata afetada sobre o resultado da pata normal.

Segundo Monte-Raso et al. (2006) a maioria dos estudos em lesbes nervosas
periféricas empregam métodos histomorfométricos e eletrofisiolégicos na analise de
seus grupos. Esses autores afirmam que embora sejam importantes, esses métodos
sao aplicados no final da pesquisa e nao sdo capazes de dar nenhuma informacéao
quanto a evolugao ou recuperagcdo da fungdo motora no decorrer da pesquisa. A
observacdo dessa evolugdao € de grande interesse. Os resultados obtidos pelo
“‘Walking Track” do presente estudo deixam clara a evolugdo na regeneragao
nervosa dos grupos experimentais de 3 a 7, sobretudo a boa evolugdo do grupo em
que se usou ceélulas-tronco. Esses resultados sobre a evolugdo da regeneragéo
nervosa poderiam ser confirmados pelo “CatWalk” se essa forma de avaliagcao
tivesse sido usada desde o inicio do estudo.

O célculo dos indices funcionais através do “Walking Track” & de aplicagao
extremamente facil e barata, confiaveis e reprodutiveis, apesar de trabalhosa.
Provavelmente por essas razdes sejam ainda tdo largamente usados e citados
(Monte Raso et al., 2006; Hundepool et al., 2014). No presente estudo a analise
manual para o calculo dos indices funcionais foi trabalhosa, mas mostrou resultados
claros.

A grande vantagem do “CatWalk” é a possibilidade de avaliar parametros
dinamicos além dos parédmetros estaticos em modelos de neurotmese através de
dados apresentados de forma menos trabalhosa (Deumens et al, 2007). Os indices

funcionais dos nervos foram os parametros que mostraram diferengas entre os
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grupos, sendo os parametros mais importantes de serem avaliados em estudos
sobre a reinervagdo nervosa periférica. Os outros parametros avaliados nesse
estudo ndo foram sensiveis o suficiente para diferenciar os grupos ou esses

parametros nao sofreram alteragao pelo método.
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4.7 Forga maxima de contragao do musculo tibial cranial

Quando o estimulo foi feito diretamente no nervo fibular comum, antes da
neurorrafia, ou nos casos de desnervagédo (grupo 2) quando foi aplicado no coto
distal do nervo fibular comum, os grupos 3, 4, 6 e 7 responderam com for¢ga maxima
de contracao estatisticamente semelhante aquela do grupo 1 (controle). O grupo 5
apresentou resultado inferior estatisticamente ao do grupo 1, mas superior ao
resultado do grupo 2. O grupo 2 teve o pior resultado na comparagdo. O teste
mostra que em todos os grupos houve reinervagcdao e a forca muscular foi
conservada, com pior resultado visto no grupo 5.

No estimulo diretamente no musculo tibial cranial, o grupo 4 teve o melhor
resultado, melhor até que o grupo controle. Os grupos 1, 3, 5, 6 e 7 mostraram forga
de contracdo maxima estatisticamente semelhantes e melhor que o resultado do
grupo 2.

Comparando os resultados das duas formas de estimulo, constatou-se que o
grupo 4 mostrou melhor resultado com o estimulo direto no musculo, enquanto que
0s grupos 3, 4, 6 e 7 mostraram os melhores resultados com o estimulo no nervo
fibular comum. Portando o grupo 4 se apresenta com resultados semelhantes ao
grupo controle nas duas modalidades de estimulo.

Estatisticamente, o grupo 4 se sobressaiu nesse teste. Os demais grupos
apresentaram sempre resultado superior ao observado no grupo desnervado,
demostrando que a reinervagao do musculo tibial cranial foi a responsavel pela
manutencgao da for¢a de contragao.

Considerando os resultados da perimetria, talvez o grupo 4 tenha
apresentado maior trofismo que os outros, ou seja, talvez os animais desse grupo
fossem maiores e mais fortes, mesmo sabendo que na avaliacdo da massa final dos
animais ndo houve diferenga estatistica entre os grupos. E possivel que o
aperfeicoamento deste teste possa mostrar diferengas entre os grupos em estudos
posteriores.

O teste de forga maxima ou de contragao tetanica, com estimulo de 100Hz de
frequéncia e 100mA, foi idealizado por Maciel (2011), apds varios testes nesse
modelo experimental (neurorrafia latero-terminal do nervo fibular comum ao nervo
tibial). Com esses parametros o autor conseguiu contragao tetanica do musculo tibial

cranial, ou seja, contragcdo maxima. Maciel (2011) usou esse mesmo modelo com
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estimulo apenas no musculo e conseguiu diferenciar os grupos experimentais:
encontrou que no grupo em que se fez neurorrafia latero-terminal e se realizou
estimulacao elétrica durante periodos determinados, a forga de contragao foi maior
que no grupo em que nao se realizou a eletroestimulagdo. Os resultados desta
pesquisa foram inesperados, sugerindo apenas maior trofismo no grupo 4, nao
diferenciando os demais grupos.

Issacs et al. (2005) realizaram o teste de forgca apenas com estimulo no nervo,
permitindo observar a passagem da corrente pela neurorrafia. A realizagdo do
estimulo diretamente no musculo permitiu avaliar a forca de contragao independente
da neurorrafia, mas constata a reinervagao e conservacao de fibras musculares que

permitiram a contragao.

O modelo utilizado para este experimento foi muito semelhante ao usado por
Waitayawinyu et al. (2007) que compararam a medida de forca maxima entre duas
formas de condutores (acido poliglicolico e colageno tipo I) e auto enxerto de nervo
substituindo defeitos de nervos ciatico em ratos. O modelo de medicao da forga
maxima foi eficiente na diferenciagdo dos grupos experimentais nesse estudo, os
grupos que usaram o colageno tipo | ou o auto enxerto apresentaram for¢ca de

contracio superior.

Tham e Morrison (1998), em estudo sobre neurorrafia latero-terminal, usaram
o nervo fibular como receptor e o nervo tibial como doador, tendo o musculo
gastrocnémio como musculo-alvo. Os autores realizaram teste de forga nos grupos
experimentais e observaram forca de contragdo do musculo gastrocnémio no grupo

experimental menor que no grupo controle.

Liu et al. (1999) compararam trés grupos: neurorrafia latero-terminal do nervo
fibular ao nervo tibial com e sem janela de epineuro e neurorrafia término-terminal.
Dentre outros parametros usaram a medida de contragdo do musculo extensor longo
dos dedos (teste de forga) e concluiram que houve reinervagdo nas duas formas de
neurorrafia e que na neurorrafia término-terminal o resultado de forca de contracao
muscular foi melhor. Resultado diferente foi visto com Kalliainen et al. (1999) que
relataram em estudo experimental que os musculos reinervados apds neurorrafia
término-lateral apresentaram forga motora do musculo-alvo semelhante ao grupo no

qual a neurorrafia foi término-terminal.
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Arino et al. (2008) em estudo experimental usaram a medida da forca de
contragdo muscular tetdnica em estudo que visava avaliar a influéncia de células de
Schwann em enxertos de tenddes para o reparo de nervos periféricos. Nao
encontraram diferengas entre os grupos. Os exames histologicos também n&o

mostraram diferengas entre os grupos.

Portanto o teste de forca tem sido usado como parédmetro de comparagao
entre modelos experimentais para estudos em reinervagdo periférica ha algum
tempo. O aprimoramento desses modelos € importante para que se possa comparar
os diversos estudos. No presente estudo houve diferenga entre os grupos, sobretudo

quando o estimulo foi aplicado no nervo fibular comum.
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4.8 Analise histolégica e morfométrica de musculos e nervos

Musculos tibiais craniais direito e esquerdo

A coloracédo pela hematoxilina e eosina foi ideal para a analise das fibras
musculares, com boa nitidez e qualidade para a analise das laminas. A possibilidade
de escaniar a lamina possibilitou maior agilidade ao processo de analise das
laminas, que antes eram fotografadas.

Quanto a morfologia do musculo tibial cranial nota-se a reinervagdo nos
grupos de 3 a 7, pois ha grande diferenca entre esses grupos e a imagem mostrada
no grupo 2 (desnervado). Nos grupos reinervados as fibras sdo poligonais como no
grupo controle, um pouco menores e mais afastadas que no grupo controle. A
quantidade de tecido conjuntivo € menor que a observada no grupo desnervado e
um pouco maior que observada no grupo controle. Aspectos semelhantes aos

observados por Maciel (2011) em seu estudo sobre neurorrafia latero-terminal.

Medidas no musculo tibial cranial

O didmetro minimo das fibras musculares € a medida mais confiavel para a
comparagao dos grupos na analise das fibras musculares do musculo tibial cranial,
pois esse parametro ndo sofre interferéncia da inclinagdo do corte transversal das
fibras musculares (De Sa et al., 2004) afirmagao compartilhada por outros autores
(Romao et al., 2007 e Maciel et al., 2011).

Para o didmetro minimo, perimetro e area das fibras musculares do lado
direito os grupos de 3 a 7 ndo mostraram diferenca entre si, com resultados
superiores ao observado no grupo 2. Portanto houve reinervagao e manutencao do
trofismo muscular. No entanto nenhum dos grupos apresentou resultado semelhante
ao observado no grupo 1 quanto ao diametro minimo e area. Resultado semelhante
ao encontrado em outros estudos (Viterbo et al., 1998; Zhang et al.,1998; Yu et al.,
2010).

Avaliando o perimetro das fibras musculares do musculo tibial cranial do lado
direito, os melhores resultados foram vistos nos grupos 4, 5 e 7 que foram
estatisticamente semelhantes ao resultado do grupo 1 (controle de normalidade).

Quanto aos trés parametros usados na analise do musculo tibial cranial:

diametro minimo, perimetro e area, quando se comparam os lados direito e
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esquerdo no mesmo grupo, 0s grupos 6 e 7 mostraram comportamento semelhante
ao grupo 1, sem diferenca estatistica entre os lados. Os grupos 6 e 7 evoluiram
melhor que os grupos 3, 4 e 5 quando as comparagdes sao feitas entre os lados
direito e esquerdo.

A area das fibras musculares do musculo-alvo tem sido parametro de
comparagao entre os grupos experimentais em estudos de neurorrafia latero-
terminal por alguns autores (Viterbo et al., 1998; Yu et al., 2010), com resultados
semelhantes aos encontrados no presente estudo, ou seja, sem conseguir
diferenciar os grupos experimentais entre si.

Romao et al. (2007) em estudo sobre a interferéncia da eletroestimulagao em
nervo periférico usaram atributos relacionados ao musculo tibial cranial (contagem
no numero das fibras musculares, area, didametro minimo e didmetro maximo das
fibras musculares) e concluiram que a analise desses atributos ndo diferenciou os
grupos experimentais entre si, apenas os diferenciou do grupo desnervado,
resultado semelhante ao observado no presente estudo.

Em 2011, Maciel realizou estudo da interferéncia da eletroestimulagdo em
neurorrafia latero-terminal. Na analise morfométrica do musculo tibial cranial (area,
perimetro e didmetro minimo do corte transversal do musculo) verificou que os
resultados de todos os grupos foram superiores ao resultado do grupo desnervado e
semelhantes entre si, inclusive o resultado do grupo controle. No entanto, quando
comparou 0s grupos quanto a area, perimetro e didametro minimo da fibra muscular
do musculo tibial cranial, encontrou que os resultados nos grupos experimentais
foram inferiores estatisticamente ao resultado do grupo controle. Apesar disso,
concluiu que o grupo que recebeu eletroestimulacdo apresentou resultado
estatisticamente superior ao que nao recebeu e ao desnervado. Esse resultado
mostrou que a eletroestimulacao foi eficiente e houve diferenca entre os grupos
experimentais.

O presente estudo mostrou que as células-tronco ndo conseguiram influenciar
positivamente no trofismo das fibras musculares na reinervagao nervosa usando a
neurorrafia latero-terminal quando se compara com os outros grupos experimentais,
mas a neurorrafia latero-terminal foi eficiente na reinervacido quando se compara

com o grupo desnervado.
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Segmento distal do nervo fibular comum (N1)

No grupo controle ha uma grande quantidade de fibras nervosas, todas
regulares, com camada de mielina espessa em todas as fibras e pouco tecido
conjuntivo entre as fibras. No grupo desnervado (grupo 2) nao se vé fibras nervosas
regulares. As poucas fibras observadas estdo em degeneracgao, sao irregulares e ha
muito tecido conjuntivo que substitui a arquitetura normal do nervo. Nos grupos
experimentais de 3 a 7, ha organizagdo semelhante a vista no grupo controle, no
entanto, se vé menos fibras, com camada de mielina algumas vezes menos espessa
e sempre mais irregular que aquela vista no grupo controle, além de um pouco mais
de tecido conjuntivo. No entanto todos os grupos apresentaram imagens muito mais
semelhantes as imagens encontradas no grupo controle do que as imagens

encontradas no grupo desnervado.

Quanto ao numero de fibras nervosas no segmento N1

Quanto ao numero de fibras nervosas apenas o grupo 7 se assemelhou
estatisticamente ao grupo 1 (controle), embora o grupo 7 n&o tenha sido
estatisticamente diferente dos grupos 3, 4 e 6.

O numero de fibras nervosas tem sido parametro de comparacédo entre os
grupos experimentais em estudos de neurorrafia latero-terminal por alguns autores
(Viterbo et al., 1992; Viterbo et al., 1998; Zhang et al., 1998; Jaberi et al., 2003;,
Papalia et al., 2007; Yu et al., 2010, Viterbo et al., 2012)

Jaberi et al. (2003) encontraram menor numero de fibras nervosas no grupo
experimental onde se realizou neurorrafia latero-terminal comparado com o grupo
normal ou controle.

Viterbo et al. (2012) encontraram menor numero de fibras nervosas no nervo
peroneiro que havia sido suturado no nervo tibial de forma latero-terminal do que no
grupo controle.

Papalia et al. (2007), em estudo sobre neurorrafia latero-terminal mostraram
que o numero de fibras nervosas no segmento apdés a neurorrafia foi menor que
aquele observado no grupo controle.

Yu et al. (2010), em estudo experimental sobre neurorrafia latero-terminal do
nervo musculocutaneo ao nervo ulnar, analisaram o numero de axonios e o didmetro

dos axbénios sob o0 mesmo aumento de 400X usado por esse estudo. No grupo
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controle os axénios se apresentaram em maior numero e possuiam maior didmetro
que no grupo em que se realizou a neurorrafia latero-terminal.

Lopes et al. (2006) avaliaram a interferéncia de células-tronco na reinervagao
nervosa periférica. A analise quantitativa dos nervos regenerados mostrou que o
numero de fibras mielinizadas e a area da mielina foram significativamente maiores
no grupo experimental que usou as células tronco do que no grupo que foi
submetido ao mesmo procedimento € ndo usou células-tronco. Frattini et al (2012)
em estudo semelhante com células-tronco derivadas da medula éssea interpostas
entre cotos do nervo ciatico encontraram resultado semelhante, com um aumento
significativo no numero de fibras mielinizadas no grupo que recebeu as células-
tronco.

Cartarozzi et al. (2015) em estudo sobre o uso de células-tronco
mesenquimais da medula em reinervagdo nervosa periférica ndo encontraram

diferenga entre os grupos experimentais quanto ao numero de axdnios.

No presente estudo, os grupos de 3 a 6 apresentaram numero de axodnios
inferior ao encontrado no grupo controle e apenas o grupo 7 apresentou numero
estatisticamente semelhante ao grupo controle. Resultado que remete a possivel
influéncia das células-tronco no numero de axénios, posto que na maioria dos
estudos sobre neurorrafia latero-terminal o numero de fibras nervosas é

normalmente inferior ao observado no grupo controle.

Medidas na fibra nervosa

Quanto a area da fibra nervosa e quanto ao didmetro minimo da fibra nervosa
do segmento N1, o grupo 6 apresentou o melhor resultado dentre os grupos de 3 a
7 e nenhum se assemelhou ao grupo controle (grupo 1).

Quanto ao didametro minimo da fibra nervosa, nenhum dos grupos apresentou
resultado estatisticamente semelhante ao do grupo 1 (controle), dentre os grupos de
3 a 7 o melhor resultado foi o do grupo 6.

Portanto quanto aos parametros usados para a fibra nervosa de N1, o grupo 6
apresentou os melhores resultados entre os grupos de 3 a 7.

O didmetro das fibras nervosas tém sido usado por alguns autores. Papalia et

al., (2007), em estudo sobre neurorrafia latero-terminal mostraram que o didmetro da



197

fibras nervosas no segmento apds a neurorrafia foi menor que aquele observado no

grupo controle. Resultado semelhante ao encontrado nesse estudo.

Medidas no axénio

Analisando a area do axbnio do segmento N1, o grupo 1 (controle)
apresentou o melhor resultado seguido pelos grupos 5, 6 e 7. O grupo 7 apresentou
resultado estatisticamente semelhante aos resultados dos grupos de 3 a 6.

Analisando o diametro minimo do axdénio no segmento N1, o grupo 1
(controle) apresentou o melhor resultado. Os grupos de 3 a 7 nao mostraram
diferenca estatistica entre si. Esse paradmetro mostrou pouca sensibilidade nesse
estudo.

O diametro do axénio foi usado como parametro de comparagdo em outros
estudos sobre neurorrafia latero-terminal (Yu et al., 2010) com resultado semelhante.
O numero e didmetro de axdnios no nervo receptor abaixo da neurorrafia foram
menores que o controle de normalidade e maior que o desnervado, ou seja 0 grupo
controle se mostrou superior ao grupo no qual se realizou a neurorrafia latero-

terminal.

Medidas na bainha de mielina

Analisando a area da bainha de mielina do segmento N1, o grupo 1 (controle
da normalidade) apresentou o melhor resultado seguido pelos grupos 6 e 3 que nao
diferiram entre si. Os grupos 3, 4, 5 e 7 apresentaram resultados estatisticamente
semelhantes entre si.

Analisando a espessura da bainha de mielina, os grupos experimentais de 3 a
7 nao diferiram estatisticamente entre si e ndo alcangaram o resultado obtido pelo
grupo controle.

Em resumo, o grupo 7 foi o unico grupo a apresentar resultado semelhante
estatisticamente ao grupo controle quanto ao numero de fibras nervosas.

Lopes et al. (2006), estudaram a influéncia de células-tronco removidas da
medula 6ssea na regeneragao nervosa periférica em ratos, através do uso de um
tubo de colageno absorvivel preenchido com células do estroma da medula éssea
na proporgdo de 1X10° células-tronco por animal. Constataram que a melhora

funcional foi mais rapida e que o numero de fibras mielinizadas e a area de mielina
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nestas fibras foram significantemente maiores no grupo que recebeu as células do
estroma da medula 6ssea quando comparadas ao grupo que nao as recebeu,
resultados semelhantes aos encontrados no presente estudo quanto a melhora
funcional e quanto ao numero de fibras nervosas.

Cartarozzi et al. (2015) investigaram a eficacia de células-tronco
mesenquimais removidas da medula éssea na regenerac¢ao de nervos periféricos em
ratos adultos. O defeito foi reconstruido com um tubo de policaprolactona. Quanto a
area das fibras nervosas nao houve diferenga estatistica entre o grupo experimental
que usou e 0 que nao usou células-tronco, o grupo controle sempre se mostrou
estatisticamente superior, resultado semelhante ao resultado do presente estudo. Os
autores examinaram os segmentos de nervos nos tubos através do numero de
axbnios por area de 50.000um2 (densidade), espessura da bainha de mielina
(diametro da fibra nervosa - didmetro do ax6nio/2) e “g ratio” (didmetro do axdnio /
diametro da fibra nervosa). Concluiram que a contagem e analise morfométrica dos
nervos mostraram que o grupo no qual se usou células-tronco levou a um maior grau
de compactagao das fibras nervosas (densidade) combinadas com uma tendéncia
de aumento da espessura da bainha de mielina em comparagdo com outros grupos
experimentais. Quando os grupos foram comparados quanto ao numero de fibras
regeneradas e quanto a espessura da bainha de mielina ndo houve diferenca entre
0s grupos experimentais. Resultados muito semelhantes aos encontrados no
presente estudo.

Romé&o et al. (2007) analisaram o nervo fibular comum ap6s esmagamento
quanto a area, menor e maior didmetro da fibra nervosa e encontraram que o grupo
em que se fez eletroestimulacao trés vezes por semana mostrou pior recuperacao
que o grupo que recebeu eletroestimulagao diaria. O teste conseguiu diferenciar os
grupos experimentais entre si. O grupo controle sempre foi superior aos grupos
experimentais em todos os parametros examinados.

Maciel et al. (2013) publicaram estudo da interferéncia da eletroestimulacao
em neurorrafia latero-terminal, e, na analise morfolégica dos nervos (area, numero e
didmetro minimo de fibras nervosas, area e espessura da bainha de mielina)
verificaram que apenas na comparag¢ao quanto a area da fibra nervosa os grupos
experimentais foram estatisticamente semelhantes entre si. O grupo que recebeu a

estimulacao elétrica foi superior ao que nao recebeu.



199

Portanto, nos dois estudos acima, a eletroestimulagdo influenciou
positivamente na recuperagdo morfolégica do segmento pds neurorrafia ou
esmagamento. O grupo controle sempre foi superior aos grupos experimentais em
todos os parametros examinados. No presente estudo os parametros ndo foram
sensiveis na diferenciagcado entre os grupos experimentais, ou ndo ha diferenga entre
eles, exceto pelo numero de fibras nervosas, que € o parametro mais usado pelos
estudos, dentre os parametros usados para a analise do nervo pos neurorrafia.

Quanto a razdo G nao houve diferenga entre os grupos 1, 3, 4,5, 6 e 7. A
razdao G é um parametro relacionado com a velocidade de condugao do impulso
nervoso. Segundo Passos e Teodori (2006) a maioria dos axdnios mielinicos deve
apresentar razdo G entre 0,6-0,7. Valores acima de 0,7 indicam bainha de mielina
fina e portanto desmielinizagdo, enquanto aqueles abaixo de 0,6 indicam bainha de
mielina espessa indicando atrofia axonal (Passos e Teodori 2006 apud Ansselin et
al., 1997).

Segundo Chomiak e Hu (2009) mielinizagdo € o unico processo celular que
pode impactar fortemente na estrutura e fiosiologia de um axénio e seu meio, pois a
espessura da bainha de mielina altera as propriedades funcionais dos axénio. A
razdo G tem sido largamente usada como um indice funcional e estrutural de
mielinizacdo 6tima, no entano os autores atentam para o fato que de que a equacéao
que divide o didametro do axdnio pelo didametro da fibra nervosa nido leva em
consideragao outros importantes fatores que podem influenciar na velocidade de
condugao além da espessura da bainha de mielina, como a resisténcia e o aumento
do volume total da fibra que demandaria maior gasto de energia para que o impulso
atravesse o axonio. Os autores relacionam valores da razao G para diferentes fibras
nervosas do sistema nervoso central e periférico. Concluem que ha uma razdo G
ideal para cada fibra nervosa dependendo do nervo a que pertence e concluem que
0 aumento da bainha de mileina melhora a condugdo até um pico a partir do qual
nao ha melhora funcional ou maior velocidade da conducédo e sim piora.

Segundo Chomiak e Hu (2009), na revisao de literatura que fizeram, para o
nervo ciatico a razdo G encontrada foi um média de 0,55 a 0,68 ym, para o nervo
sural a média encontrada foi de 0,47 a 0,6 ym, ndo ha menssao a média da razdo G
no nervo fibular. Os resultados do presente estudo ndao mostraram diferenca
estatisitica entre os grupos 1, 3, 4, 5, 6 e 7 e a razdo G em cada grupo esta entre as
médias dos nervos sural e ciatico apontadas no estudo de Chomiak e Hu (2009),
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portanto dentro do esperado. O resultado mais importante quanto a razédo G é
semelhanca estatistica entre os grupos, mostrando que houve recuperagao e

remielinizacdo nos grupos experimentais de 3 a 7.

Histologia do coto proximal do nervo fibular comum direito (N2)
A analise histolégica do coto proximal do nervo fibular comum nos grupos de 2 a 7
permitiu observar a existéncia de neuroma de amputagao e que, portanto, ndo houve
crescimento em direcdo ao coto distal evitando assim a reconexao ou contaminacao
motora para N1. Assim, levar o coto proximal até a superficie do musculo biceps
femoral e fixa-lo com fio de nailon 4.0 foi uma técnica adequada que ndo permitiu a
reinervacao do nervo fibular comum a partir de seu coto proximal em nenhum dos
animais desse estudo. Viterbo et al. (2004b) e Maciel et al. (2013) demonstraram o
neuroma do coto proximal usando o mesmo procedimento de isolamento do coto

proximal.

Histologia do segmento da neurorrafia (N3) pelo HE.

As laminas coradas pela HE permitiram identificar a migracdo de axénios do
nervo tibial para o nervo fibular comum direito. Dependendo do nivel do corte
realizado na regido da neurorrafia pode-se observar a migragdo com maior ou menor
clareza. Trata-se de método barato e facilmente aplicavel, que permite a observacao
da migracao dos axoénios.

Observando as laminas coradas pela HE, os grupos de 3 a 7 ndo mostraram
diferenca estatistica entre si quanto a hemorragia, edema e inflamagao que foram
analisados através de um “score” previamente estabelecido. Quanto a quantidade de
vasos observados nesse segmento (N3) o grupo 7 se assemelhou estatisticamente
ao grupo 3 que nao diferiu dos demais grupos. O grupo 7 mostrou resultado superior

aos grupos 4, 5 e 6.

Histologia do segmento da neurorrafia (N3) pela Imunoistoquimica.
O numero de animais reduzido para o estudo imunoistoquimico se justifica
pelo alto custo do processamento das laminas e dos marcadores. O estabelecimento

de um “score” permitiu menor subjetividade.
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O anticorpo proteina S100 € utilizado rotineiramente para evidenciar a célula
de Schwann. Nesse caso, foi usado para avaliar a presenca de células de Schwann
e nado a funcdo da célula. O local de observagao foi intra nervos e na regidao da
neurorrafia. O grupo 7 mostrou resultado superior ao observado no grupo 6 e
semelhante aos outros grupos. Portanto quanto a esse marcador o grupo que usou
células-tronco ndo se mostrou superior aos outros grupos.

Muitos estudos tém observado a diferenciacdo de células-tronco em células
de Schwann ou células tipo Schwann (Martins & Siqueira, 2005; Pan et al., 2006;
Chen et al., 2006; Braga-Silva et al., 2006; Chen et al., 2007; Johnson et al., 2008;
Arino et al., 2008; Lago et al., 2009; Walsh & Midha, 2009).

Frattini et al. (2012) estudaram a influéncia de células-tronco removidas da
medula Ossea na regeneragdo nervosa periférica em ratos. Constataram pela
imunoistoquimica que algumas células transplantadas assumiram um fendétipo de
células de Schwann, como evidenciado pela sua expressao da proteina S-100.

Cartarozzi et al. (2015) usaram o marcador S100 para identificar células de
Schwann em estudo sobre a influéncia de células-tronco mesenquimais da medula
O0ssea em defeito no nervo ciatico em ratos. Quanto aos anticorpos S100 e ao
colageno tipo IV presente na membrana basal das células de Schwann nao houve
diferengas entre os grupos e nem entre os grupos e o lado controle. A mesma
localizacdo dos marcadores S100 e pt75NTR mostrou que as células de Schwann
devam ser as responsaveis pela producdo de fatores neurotroficos no local da

regeneragao nervosa.

O resultado é semelhante ao encontrado neste estudo, quanto a analise
isolada do marcador S100 pois ndo houve diferenga entre os grupos. O presente
estudo ndo analisou a fungao das células de Schwann. Os autores fizeram a analise
da funcdo das células de Schwann através da analise de dois anticorpos para
imunoistoquimica: pt7S5NTR e BDNF. A andlise por imunoistoquimica do BDNF
mostrou que algumas células estavam possivelmente secretando o BDNF apoés 60
dias de implantadas. BDNF é um dos reguladores enddgenos da produgao de
mielina e tem sido citado como um importante fator auxiliar na producao de mielina
mediado pelo pt75NTR.

Talvez a maior importancia das células-tronco mesenquimais seja a produgao

de fatores neurotréficos e ndo sua transdiferenciacdo em células de Schwann como
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sugerido por Cartarozzi et al. (2015) e pelo presente estudo, pois ndo houve
diferenga entre os grupos quanto a analise por imunoistoquimica pelo marcador
S100, mas ha outros elementos que apontam para o beneficio das células-tronco
mesenquimais no auxilio para a reinervagéo nervosa periférica.

O marcador CD90 foi usado na tentativa de identificar células-tronco
mesenquimais. O local de observagao foi toda a regido da neurorrafia que esteve
envolta por células-tronco no grupo 7 e a mesma regido nos demais grupos. O
marcador CD90 foi observado no intersticio, em poucas células e em uma célula de
vaso sanguineo (um caso). Quanto ao CD90 os melhores resultados foram
observados nos grupos 5 e 7. Nao houve diferenca quanto a quantidade de células-
tronco marcadas pelo CD90 comparando os grupos que usaram o gel de plaquetas
e fascia (grupo 5) e o grupo no qual se usou células-tronco e o gel de plaquetas
(grupo 7). O resultado do grupo 5 foi semelhante aos resultados dos grupos 3, 4 e 6.

Talvez o efeito inicial tenha sido importante e o resultado da analise desses
parametros (através da imunoistoquimica) fosse diferente se alguns desses animais
tivessem sido sacrificados nas primeiras semanas do experimento.

Esses resultados correspondem aos resultados encontrados por Erba et al.
(2010) que afirmaram que o numero de ceélulas-tronco mesenquimais derivadas da
gordura havia diminuido muito em numero apds 14 dias de implantadas em defeito
de nervo ciatico em ratos. O numero de células-tronco transplantadas no
experimento, apos cultura, foi de 1X108 células. Os autores constataram que as
células-tronco foram eficazes na indugao da proliferacao de células de Schwann e
houve crescimento dessas através do defeito (com condutor interposto) até o coto
distal, essa concluséo foi feita medindo-se a extensao do marcador S100.

No presente estudo, o numero de células de Schwann também nao foi maior
no grupo no qual se implantou células-tronco conforme demonstrado pelo marcador
S100. O intuito foi avaliar a influéncia das células-tronco mesenquimais na
neurorrafia latero-terminal, n&o foi possivel identificar as células-tronco
mesenquimais na neurorrafia através do anticorpo CD90 e nao foi possivel observar
a diferenciacdo dessas células em células de Schwann através da pesquisa da

proteina S100, pois estatisticamente os grupos foram semelhantes.
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O marcador CD34 foi usado para avaliar a vascularizagao existente em cada
amostra, a sua presencga foi observada na regido da neurorrafia e intra nervo fibular
comum apos a neurorrafia.

O marcador CD105 foi usado para avaliar a formagcao de neovasos. A sua
presenca foi observada na regidao da neurorrafia e intra nervo fibular comum apds a
neurorrafia.

Na observagao dos marcadores CD34 e CD105 perineurorrafia, ndo houve
diferenca entre os grupos.

Na observacédo dos marcadores CD34 e CD105 intra nervo fibular comum, os
melhores resultados foram vistos nos grupos 7, 4 e 5. Os grupos 3 e 6 apresentaram
resultados piores que o observado no grupo 7, mas nao diferiram dos resultados dos
grupos 4 e 5. Portanto n&o houve superioridade de um dos grupos quanto a esses
marcadores.

O aumento da vascularizagdo foi observado em todos os grupos.
Considerando os resultados da observagao das laminas coradas por hematoxilina e
eosina e as laminas coradas pelos marcadores CD34 e CD105, ndo houve um grupo
que fosse superior aos outros quanto a vascularizagao peri ou intraneurorrafia. Pois
uma possibilidade era que o aumento da vascularizacdo pudesse estar associado a
melhora na reinervagcao nervosa periférica por influéncia das células-tronco. Essa
suposic¢ao nao foi confirmada nesse estudo.

Na identificagdo de células-tronco mesenquimais pela imunoistoquimica ha
menos anticorpos para estudo quando comparado a citometria de fluxo, sao
anticorpos inespecificos para células-tronco mesenquimais e a interpretacao dos
resultados merece atencao e confrontamento com outros dados.

A peroxidase proveniente das hemacias sempre ficou muito corada pelos
marcadores da imunoistoquimica. Mesmo bloqueada pelo processo normal da
técnica da imunoistoquimica, ainda havia muita peroxidade proveniente das
hemacias contidas nas laminas, talvez pelo processo de dissec¢cao do segmento
N3. Foi dificil avaliar algumas laminas por essa marcagao ou coloragado exagerada
de fundo.

A presencga de linfocitos e plasmaocitos sugeriu inflamagao crénica na maioria

das laminas. Em uma ladmina houve predominio de neutrofilos e eosindfilos
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sugerindo infeccdo aguda que poderia ser justificada pela possibilidade de uma
infecgao local.
A presenca de granuloma foi um fator analisado e o resultado ndo mostrou

diferenca entre os grupos.
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Em resumo

Quanto a massa dos animais, massa dos musculos, perimetria e
eletroneuromiografia ndo se pode estabelecer superioridade de um dos grupos
experimentais de 3 a 7. No entanto houve evidéncia de reinervagdo e manutengao
do trofismo muscular através desses indices.

Quanto aos indices funcionais do nervo ciatico e tibial, o grupo 7 foi o que
mais se aproximou do grupo 1, embora tenha sido estatisticamente inferior a esse
grupo. Quanto ao indice funcional do nervo fibular comum o grupo 7 foi o uUnico
grupo que se assemelhou estatisticamente ao grupo 1, sem diferenca estatistica dos
grupos 5 e 6. Os mesmos indices funcionais foram medidos pelo “CatWalk”. Quanto
ao indice funcional do ciatico, apenas o grupo 7 apresentou resultado semelhante
estatisticamente ao grupo 1, mas quanto aos indices funcionais do nervo tibial e
fibular comum néo se pode estabelecer uma superioridade de um dos grupos de 3 a
7. O nervo tibial foi o doador e o nervo ciatico n&o foi lesado, mas pode-se ver que
os indices funcionais desses nervos sao afetados em todas as avaliagdes, sobretudo
no grupo em que o nervo fibular comum foi seccionado (grupo desnervado).

Quanto a forga maxima de contragédo do musculo tibial cranial direito, o grupo
4 apresentou os melhores resultados, talvez por melhor trofismo muscular nesse
grupo.

Quanto a anadlise histolégica dos musculos tibiais craniais ndo se pode
estabelecer a superioridade de um grupo, mas ficou constatada a reinervagdo em
todos os grupos de 3 a 7 pela diferenca estatistica que todos apresentam quando
comparados ao grupo 2.

Na analise histoldégica dos nervos fibulares comuns, quanto ao numero de
fibras musculares, o grupo 7 foi o uUnico grupo a atingir numero de fibras
estatisticamente semelhante ao observado no grupo 1, mas sem diferenga
estatistica dos grupos 3, 4 e 6. O grupo 6 apresentou melhores resultados quanto a
area e diametro minimo das fibras nervosas, mas ndo foi estatisticamente
semelhante ao observado no grupo 1. Nos outros parédmetros usados (area e
didmetro minimo do axdnio, espessura e area da bainha de mielina) nenhum dos
grupos de 3 a 7 se assemelhou ao grupo 1 e ndo houve superioridade de um grupo

especifico. Como o grupo 2 ndo pode ser avaliado pela extrema degeneragdo nao
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foi possivel a comparagdo. Comparando a morfologia das laminas fica clara a
reinervacdo em todos os grupos de 3 a 7.

Nas analises de imunoistoquimica ndo se pode afirmar a superioridade de um
dos grupos experimentais de 3 a 7. O aumento da vascularizagdo foi uma
observagéo constante em todos os grupos.

Portanto o grupo 7 apresentou valores semelhantes ao observado no grupo 1
quanto aos indices funcionais dos nervos ciatico e fibular comum, também
apresentou numero de fibras nervosas semelhante estatisticamente ao grupo 1. Em
nenhum dos outros parametros usados um dos grupos de 3 a 7 se assemelhou
estatisticamente aos valores observados no grupo 1.

Outros estudos usando células-tronco removidas da medula 6ssea em
diferentes modelos experimentais de lesdo nervosa periférica observaram melhores
resultados no grupo que usou células-tronco frente aos outros grupos quanto a
melhora da fungcdo da marcha (Braga-Silva et al., 2006; Chen et al., 2007), maior
numero de axdnios regenerados ou fibras mielinizadas (Lopes et al., 2006; Braga-
Silva et al., 2006; Chen et al., 2007), processo regenerativo mais rapido (Braga-Silva
et al., 2006; Lopes et al., 2006; Colomé et al., 2008), menor perda muscular (Chen et
al., 2007), area de mielina maior (Lopes et al., 2006) e menor degeneragao
Walleriana (Colomé et al., 2008). Arino et al. (2008) em estudo sobre a influéncia de
células de Schwann em regeneragdo nervosa periférica usaram o0s seguintes
parametros de comparacao: peso e for¢ca de contracdo muscular, numero de fibras
nervosas e densidade axonial, “G-ratio” (didmetro do axénio/ didametro da fibra
nervosa) e area da mielina nos nervos envolvidos na neurorrafia. Nado houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados e nao tratados com células de
Schwann. O presente estudo se comprada aos estudos apresentados acima quanto
a dois dos parametros citados: melhora funcional e quanto ao maior numero de
fibras nervosas.

Hundepool et al., (2014) realizaram estudo de meta-analise sobre o uso de
células-tronco na regeneragdo de defeitos de nervos periféricos e confirmam a
influencia positiva das células-tronco mesenquimais removidas da gordura e da
medula éssea. Segundo os autores, o efeito regenerativo das células-tronco foi
demonstrado, sobretudo, através de analises da massa dos musculos estudados,

testes eletrofisiologicos e testes da marcha (exame funcional).
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Segundo Monte-Raso et al., (2006), ndo € sempre possivel estabelecer uma
correlagdo clara entre os resultados encontrados por diferentes métodos em uma
mesma investigagdo ou entre resultados encontrados por um mesmo método
empregado em diferentes pesquisas.

No presente estudo ficou claro que a neurorrafia latero-terminal foi eficaz
como forma de reparo da lesdo nervosa periférica. Embora usadas em numero
menor que o possivelmente obtido por uma cultura, as células-tronco mesenquimais
removidas do tecido adiposo apontam para melhores resultados que os grupos de 3
a 6 por apresentar valores semelhantes aos encontrados no grupo 1 em dois
parametros (indice funcional do nervo fibular comum e nimero de fibras nervosas), o

que nao aconteceu com nenhum outro grupo nos outros parametros estudados.
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6. Conclusao

O grupo em que se usou células-tronco removidas da gordura apresentou
indice funcional do nervo fibular comum, avaliado pelo “Walking Track”, e numero de
fibras nervosas no nervo fibular comum semelhante ao grupo controle de

normalidade.
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9. Anexo:

Aprovacao do projeto pelo Comité de ética em pesquisa.
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