UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS
CURSO DE GRADUACAO EM FARMACIA

ANDRE LUIS ESPINDOLA JUNIOR

Recuperacao da forca muscular pés cirurgia de regeneragéo nervosa

retrégrada em ratos

Florianopolis

2024



André Luis Espindola Junior

Recuperacédo da forca muscular pds cirurgia de regeneracao nervosa retrograda em ratos

Trabalho de Conclusdo de Curso submetido ao curso
de graduacdo em farmacia do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Santa Catarina
como requisito parcial para a obtencdo do titulo de
Bacharel em Farmacia.

Orientador (a): Profa. Morgana Duarte Silva, PhD

Co-orientador(a): Marcos Lisboa Neves, PhD

Floriandpolis
2024



Luis Espindola Junicr, André

BEecuperagac da forga muscular pds cirurgla de
egenseracio nervosa retrdgrada em ratos / André Luis
spindela Junior ; orientador, Morgana Duarte da Silva,
sorientador, Marcos Lisboa Weves, 2024,

50 p.

O

Trabalho de Conclusido de Curso (graduagao) -
Iniversidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
da Sande, Graduacdc em Farmacia, Floriandpolis, 2024.

Inclui referéncias.

1. Farmacia. 2. Regeneracgdo nervosa. 3. Cilrurgia
retrograda. 4. Cirurgia de enxerto. I. Duarte da Silva,
Morgana. II. Lisboa Neves, Marcos. III. Universidade
Federal de Santa Catarina. Graduacdo em Farmacia. IV.
Titulo.




André Luis Espindola Junior

Recuperacdo daforca muscular pés cirurgiade regeneragao nervosaretréograda em ratos

Este Trabalho de Concluséao de Curso foi julgado adequado para obtencéo do

titulo de Farmacéutico e aprovado em sua forma final pelo Curso Farmacia

Local Florianépolis,

Profa. Dra. Christiane Meyre Silva Bittencour
Coordenadora do curso

Banca examinadora

Prof. Morgana Duarte Silva, Dr (a)

Orientadora

Prof. Alfeu Zanotto filho, Dr (a)
Instituicdo UFSC

Prof. Rafael Scoz Silva, Dr. (a)
Instituicdo UFSC

Floriandpolis, 2024.



AGRADECIMENTOS

De inicio, gostaria de agradecer toda a minha familia que sempre torceram para que
eu chegasse até o final deste curso e que ndo mediram esforcos para me ajudar da forma
gue podiam. Em especial, gostaria de agradecer meu pai € a minha mée. Minha méae
sempre sera a personificacdo de uma mulher guerreira, pois sempre lutou para me dar a
melhor educacdao e o principal, sempre me acolheu quando mais precisei e nunca me deixou
a mercé das dificuldades. Ao meu pai, um exemplo de pessoa organizada, inteligente e
acima de tudo, humilde, gracas a ti pai eu aprendi que os maiores ensinamentos nem
sempre estao nos livros. Amo vocés dois mais que tudo neste mundo.

Gostaria também, de agradecer imensamente a Elizabeth e ao Vanio, meus amados
avos, sem vocés ndo sou nada, sempre me amaram imensamente. Vocé vo, sempre com
0 seu jeito elegante de me educar, sempre te reconheci como minha mae também, pois
vocé sempre zelou por mim. E vocé vo, és a pessoa mais tranquila e bondosa que eu
conheco, mesmo com suas dificuldades devido ao parkinson, nunca deixou de ver a vida
com as lentes da bondade e perseveranca. E ndo poderia me esquecer dos meus amados,
tio e tia e Amandinha. Vocés séo os tios mais jovens que um sobrinho pode ter, vocés estéo
sempre para frente e trazem alegria onde passam. E vocé Amandinha, obrigado por ser a
princesa do primo, saiba que o primo te ama muito e sempe vai querer o seu bem. No mais,
dedico este trabalho a todos que foram citados acima e até mesmo os que nao foram, pois

daria paginas e mais paginas para agradecer a todos que fizeram parte deste trabalho.



RESUMO

Introducgéo: Atualmente, a cirurgia mais comumente utilizada no meio cirurgico para tratar
lesdes do nervo periférico € a cirurgia nervosa de enxerto. Neste trabalho, utilizamos a
técnica de cirurgia retrograda, diferente ao protocolo de enxerto, para avaliar principalmente
os parametros de forca e reinervacao. Metodologia: Foram utilzadas ratas wistar com idade
entre 60 e 90 dias, divididas em quatro grupos: naive, sham, retrogrado e enxerto. O Naive
nao sofreu procedimento cirurgico enquanto o Sham teve apenas o musculo e a pele
afastados como se fosse feito 0 mesmo caminho da cirurgia, porém, sem operar o nervo. O
grupo retrogrado sofreu a cirurgia que envolve a regeneracao nervosa retrograda e grupo
enxerto sofreu a cirurgia de enxerto. Apdés um periodo de onze semanas 0s animais
passaram pelos testes de preensao vertical, eletrofisiologia, escavacdo e campo aberto.
Esses testes foram realizados apds a recuperacao cirurgica por um periodo de trinta
semanas. Resultados: Nos dados do teste de preensao vertical, em que se avalia a forca
de flexdo dos dedos das ratas, infere-se que os animais do grupo retrogrado e enxerto néo
recuperaram a forca de flexdo dos dedos até a trigésima semana. No teste de
eletrofisiologia, os animais recuperaram a reinervacdo muscular na trigésima semana. Nos
teste de campo aberto e escavacao, ndo houve diferenca estatitstica entre o grupo controle
0s grupos de cirurgia retrograda e enxerto. Conclusédo: Este estudo demonstrou que a
cirurgia retrograda possui resultados similares, quando comparado com a cirurgia de
enxerto. Contudo, faz-se necessario mais estudos, a fim de avaliar a reprodutibilidade

desses dados e mais analises.

Palavras chave: Cirurgia nervosa retrograda, cirurgia de enxerto, regeneracao nervosa.



ABSTRACT

Introduction: Currently, the most commonly used surgery to treat peripheral nerve injuries
is nerve graft surgery. In this study, we used the retrograde surgery technique, which is
different to the grafting protocol, to evaluate the parameters of strength and reinnervation.
Methodology: Wistar rats aged between 60 and 90 days were divided into four groups:
naive, sham, retrograde and graft. The Naive group underwent no surgery, while the Sham
group only had the muscle and skin removed as if it were the same way as surgery, but
without operating on the nerve. The retrograde group underwent surgery involving
retrograde nerve regeneration and the graft group underwent graft surgery. After a period of
eleven weeks, the animals began to undergo the vertical grip, electrophysiology, digging and
open field tests. The animals were tested after surgical recovery for a period of thirty weeks.
Results: In the data from the vertical grip test, in which the flexion strength of the rats’ fingers
is assessed using an apparatus, it is inferred that the animals in the retrograde and graft
group did not recover their finger flexion strength until the thirtieth week. In the
electrophysiology test, the animals recovered muscle reinnervation by the 30th week. In the
open field and excavation tests, there was no statistical difference between the control and
intervention groups. Conclusion: This study showed that retrograde surgery has similar
results when compared to graft surgery. However, more studies are needed to assess the
reproducibility of these data and further analysis.

Key words: Retrograde nerve surgery, graft surgery, nerve regeneration.
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1 INTRODUCAO

As lesBes do sistema nervoso periférico (SNP) envolvem danos ou disfun¢des que
afetam os nervos, podendo originar-se de diversas causas, como acidentes, traumas,
compressdo ou doencas. Essas lesbes tém o potencial de desencadear disturbios
sensoriais, somaticos e motores (LIU; DUAN, 2023). No que tange a regeneracao nervosa,
as células de Schwann sdo fundamentais neste caso, principalmente em lesdes do nervo
periférico (CHEN et al, 2007 ; JESSEN et al, 2015). Elas desempenham um papel crucial
na remielinizacdo dos axoénios e na criacdo de um microambiente propicio ao crescimento
neural (GOMEZ-SANCHEZ et al, 2015 ; JESSEN et al, 2015).

Por meio do fornecimento de suporte estrutural e metabdlico aos ax6nios
regenerantes, as células de Schwann promovem a orientacdo dos axénios e fornecem
fatores neurotroficos essenciais para a sobrevivéncia e crescimento axonal (GORDON,
2009). A plasticidade fenotipica das células de Schwann em resposta a estimulos
extrinsecos e intrinsecos, incluindo lesbes e sinais bioquimicos, € amplamente discutida
(CUNHA et al, 2020; GOMEZ-SANCHEZ et al, 2015). Essas células adaptam-se
funcionalmente para auxiliar na regeneracdo neural e na restauracdo da funcéo nervosa
(JESSEN et al, 2015). Essas ideias sado consideradas fundamentais para o desenvolvimento
de abordagens terapéuticas destinadas a promover a regeneracdo nervosa periférica
(CHEN et al, 2007 ; JESSEN et al, 2015).

Estudos retrospectivos tém revelado a prevaléncia de lesbes do plexo braquial em
diversas regides. Um estudo realizado no Hospital de Referéncia para Alta Complexidade
na regido metropolitana de Sao Paulo, entre agosto de 2008 e junho de 2013, mostrou uma
incidéncia anual de 1,88 casos por 100.000 habitantes. Essas lesdes, que afetam diferentes
partes do plexo braquial, representaram uma proporcdo consideravel das condi¢cdes
tratadas no hospital, com 33% das lesdes sendo totais, 33% afetando o tronco superior e
28% o tronco superior e médio. Além disso, constatou-se que a maioria dos pacientes, cerca
de 66%, necessitou de algum tipo de intervencao cirargica, como reparo ou reconstrucao
nervosa, conforme relatério de (CHO et al, 2020). O impacto dessas lesdes é significativo,
como indicado por um estudo mais amplo, realizado entre janeiro de 2017 e janeiro de 2023,
gue notificou 785 casos de cirurgia de enxerto microcirurgico de nervo periférico apenas no

Sistema Unico de Saude (SUS), evidenciando a gravidade dessas condi¢bes tanto em
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termos sociais quanto econémicos.

Anatomicamente, um nervo é composto por diversos tecidos que o circundam,
incluindo o epineuro, perineuro e endoneuro (MAGGI; LOWE; MACKINNON, 2003). Como
pode ser visto na figura 1. O epineuro apresenta duas camadas distintas: uma externa e
outra interna. A camada externa é principalmente composta por colageno e fibras elasticas,
enquanto a camada interna reveste os fasciculos, que consistem em fibras nervosas
mielinizadas e ndo mielinizadas. Cada fasciculo é envolto por tecido conectivo conhecido
como perineuro, que atua como um local de permeabilidade para substancias através das
juncdes estreitas e das células perineurais adjacentes. Envolvendo cada axdnio encontra-
se uma matriz gelatinosa de coldgeno chamada endoneuro (MAGGI; LOWE; MACKINNON,
2003).

Figura 1 - Corte transversal do nervo

Epineuro
" i :

/ Endoneuro

Fonte: Grabowski, 2000.

A maioria dos axodnios regenerativos falha em alcancar os funiculos e os tubos
endoneurais do coto distal (regido mais distante ao corpo celular do neurénio; figura 3)
devido a separagéo dos extremos nervosos. Mesmo quando 0s extremos estao proximos,

muitos axonios regenerativos escapam para o tecido circundante a medida que emergem
13



do coto proximal aberto. Esse fenbmeno € aumentado a medida que a distancia entre os
extremos nervosos aumenta (SUNDERLAND, 1951).

O quadro clinico das lesbes periféricas nervosas é classificado em cinco graus, conforme
estabelecido por Sunderland (1951). De acordo com Sunderland 1951, No primeiro grau,
tem-se a apraxia nervosa em que 0s axonios estao intactos mas a conducao nervosa € mais
lenta. No grau dois, tem-se ax0nios nervosos quebrados, entretanto, o perineuro e 0s
tecidos intimos estdo intactos. No grau trés, tem-se os axénios danificados na regido da
bainha de mielina e na regido do endoneuro, enquanto o perineuro esta intacto e normal.
No grau quatro, tem-se os feixes nervosos, axonios, endoneuro e perineuro gravemente
lesionados, enquanto o epineuro ainda esta intacto, mantendo a continuidade do tronco
nervoso. No grau cinco, o feixe nervoso e o epineuro estdo ambos partidos, o tronco nervoso
fica completamente danificado e perde a sua continuidade. Neste trabalho, provocou-se
uma lesdo de quinto grau, do tipo corte. Em tal condicdo, os extremos nervosos (cotos)
podem permanecer separados ou ser unidos por um filamento atenuado de tecido composto
por uma estrutura de células fibroblasticas e de Schwann que facilitam a regeneracao

axonal.

Esse fenbmeno é observado apds um periodo suficiente para permitir a atividade neural,
das células de Schwann e fibroblasticas, preencher a lacuna (SUNDERLAND, 1951).
Sunderland descreve que algumas dessas fibras regenerativas podem apresentar o sinal
de Hoffman-Tinel, embora esse indicador seja considerado pouco confidvel para determinar
a natureza da leséo e a qualidade do resultado final (SUNDERLAND, 1951).

A recuperacdo apés uma lesdo de quinto grau nao tratada é reduzida a um nivel
insignificante devido a uma série de fatores. Os efeitos neuronais retrogrados sao severos,
resultando em uma alta incidéncia de degeneracdo e, consequentemente, uma reducao

significativa no numero de axonios sobreviventes (SUNDERLAND, 1951).

Apds uma lesdo axonal do tipo corte, ocorre a degeneracdo waleriana (DW), um processo
intrinseco de destruicdo axonal que ocorre apos lesdes nervosas. Zhang, Jiang e Fang
(2021) destacam a importancia dos fatores intracelulares e extracelulares que
desencadeiam e regulam a DW, incluindo a ativacdo de vias de sinalizacdo especificas,

como a via MAPK (YANG et al, 2015). Além disso, destaca-se o papel fundamental de
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proteinas como SARM1 na promocao da degeneracédo axonal (OSTERLOHN et al, 2012).
O trabalho de Zhang, Jiang e Fang (2021) aborda as implicacdes terapéuticas de alguns
achados, sugerindo que a manipulacao de certas vias bioquimicas pode ser uma estratégia
promissora para retardar ou prevenir a DW (WANG et al, 2006).

Além disso, o trabalho de Zhang, Jiang e Fang (2021) estabelece a interconexao
entre DW e processos celulares como autofagia e apoptose, ressaltando a complexidade
dos eventos moleculares envolvidos na degeneracédo axonal (MIZUSHIMA et al, 2008). As
descobertas também sugerem uma interacdo intricada entre diferentes tipos celulares,
como neurdnios, células gliais e células imunes, no contexto da DW (PERRY; LUNN;
BROWN; CAHUSAC; GORDON, 1990).

Em suma, o trabalho de Zhang, Jiang e Fang (2021) oferece uma visao abrangente
dos mecanismos moleculares e celulares que regem a degeneracao waleriana, destacando
seu potencial como alvo terapéutico para condicdes neurodegenerativas e lesdes nervosas
(VARGAS; BARRES, 2007).

A regeneragdo nervosa é um processo que envolve uma interagdo complexa entre
diversos eventos celulares e moleculares. Quando ocorre uma lesdo no sistema nervoso,
desencadeia-se uma resposta inflamatoria inicial, com a ativagao de células imunes, como
macréfagos, que sao responsaveis pela remocao de detritos celulares e pela limpeza do
local da lesdo (ZHANG et al, 2010). Essa resposta inflamatdria também desempenha um
papel crucial na modulacdo do ambiente extracelular, promovendo a regeneracdo dos
axonios e a sobrevivéncia celular. No entanto, disfun¢cées mitocondriais e estresse oxidativo
podem comprometer esse processo, interferindo na capacidade das células neurais de se
regenerarem e de formarem novas conexdes sinapticas (CAMPISI; D’ADDA DI FAGAGNA,
2007). Além disso, a presenca do inflamassoma, uma plataforma multiproteica
citoplasmatica, pode modular a inflamac&o durante o processo de cicatrizagcédo, afetando
indiretamente a regeneracédo nervosa (BAKER et al, 2011). Este processo € complexo e
delicadamente regulado por uma série de fatores celulares e moleculares, sendo

fundamental para a restauracdo da funcao neural apés uma leséo.

Os fatores de crescimento nervosos, como o Nerve Growth Factor (NGF),

desempenham um papel crucial na regeneragdo nervosa ao promover a sobrevivéncia,
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crescimento e diferenciacdo dos neurdnios. O NGF se liga a receptores especificos na
superficie das células neuronais, como o receptor de alta afinidade TrkA e o receptor de
baixa afinidade p75NTR (SOFRONIEW; HOWE MOBLEY, 2001). Esta ligacdo desencadeia
uma cascata de sinalizagdo intracelular que culmina na promogé&o do crescimento axonal e
na prevencdo da apoptose (SKAPER, 2001). O NGF também influencia a migracdo e
proliferacdo das células de Schwann, que sdo essenciais para a regeneracdo nervosa.
Estas células formam a bainha de mielina ao redor dos axénios, facilitando a conducao de
impulsos nervosos (ANTON et al, 1994). Além disso, a degradacéo de proteoglicanos de
sulfato de condroitina através da condroitinase aumenta o crescimento axonal, removendo
inibidores de crescimento presentes na matriz extracelular dos enxertos de nervos
acelulares (ZUO et al, 2001). Estudos demonstraram que a liberagcéo controlada de NGF
em enxertos de nervos acelulares melhora significativamente a regeneragcdo nervosa,
favorecendo a reinnervacao funcional (LEE et al, 2003). Outros fatores neurotréficos, como
o Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e o Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor
(GDNF), também tém mostrado efeitos positivos na regeneracdo de nervos periféricos,
promovendo o crescimento e a sobrevivéncia de neurénios motores e sensoriais (BOYD;
GORDON, 2003). Ademais, os processos fisioldgicos da regeneragdo nervosa convencional

podem ser vistos pela figura 2 abaixo:

Figura 2 — Fisiologia da regeneracéo nervosa

uma degeneracao Walleriana

¢ Falha na regeneragao apos atraso — . hwann deteriora Musculo alvo atrofiado
" T impede a reinervagao

A apoptose ocorre em alguns através do nervo distal sem suporte
neuronios apos a xotomia



Fonte: Adaptado de SCHEIB; HOKE, 2013

Legenda: Na figura acima é possivel ver trés porgdes da fiura, a porgao a, b, e c. Na porgéo “a” tem-
se a degeneracao waleriana, que é um processo natural do corpo em resposta a uma lesdo. Apés essa lesao,
tem-se um sinal inflamatério que é levado até o corpo do neurénio através de uma resposta retrégrada. Apds
este sinal ser codificado, tem-se entdo um up regulate dos fatores de crescimento, como o nfkpb por exemplo.
Estes fatores entdo sdo transportados até a regido da lesdo onde se acoplam com receptores produzidos
pelas células de Schwan. Na porgéo “b”, tem-se a regeneracao nervosa propriamente dita, num periodo que
vai de 4 a 8 semanas para que ocorra uma intervencao cirdrgica no rato, e é nessa janela de crescimento que
se tem os melhores progndésticos cirdrgicos em animais. Na porgéo “c”, tem-se um intervalo de tempo de até
24 semanas, em que ocorreu a apoptose neuronal devido a ndo intervengéo cirlrgica na janela de tempo

ideal.

Em humanos, o uso de esterdides anabolizantes ja € conhecido a um bom tempo,
muitos deles foram desenvolvidos para tratar problemas de recuperagdo pos cirurgica,
raquitismo, hipogonadismo, problemas ortopédicos entre outros (BAIN, 2008). No que tange
a recuperacdo farmacolégica da lesdo do nervo, pode-se citar o uso do decanoato de
nadronolona, popularmente conhecido como “Deca-durabolin”, que é um esterdide
anabolizante, que vem demonstrando um aumento da regeneracdo nervosa e por
consequéncia da capacidade funcional e sensitiva em um estudo com ratos (GHIZONI et al,
2013).

Diante das amplas possibilidades de técnicas cirargicas para recuperar o plexo
braquial, existe o (a) (i) enxerto de nervo e a (ii) Cirurgia retrégrada. O enxerto de nervo é o
padrdo ouro cirdrgico (LIU; DUAN,2023). Vale destacar que a essa técnica envolve a
remoc¢do de um segmento de nervo saudavel de uma area doadora e seu enxerto em uma
area receptora lesionada (AUBA et al, 2006). Durante o procedimento, 0s nervos S&o
suturados meticulosamente para permitir a regeneragcéo axonal e a restauragédo da funcao
nervosa (WEINZWEIG et al, 1996). A microcirurgia de enxerto de nervo exige habilidades
cirdrgicas especializadas e cuidados pOs-operatorios para promover a recuperacao nervosa
ideal (LIU; DUAN, 2023). J4 a técnica cirurgica de regeneragcdo nervosa retrograda, € um
procedimento microcirargico utilizado para promover a recuperacdo de lesdes nervosas
periféricas através da regeneracdo convencional dos axénios, porém, da-se por um
caminho diferente do anatdmico (retrogrado). Durante esse procedimento, uma porgao

distal do nervo € removida para criar um ambiente propicio para a regeneragdo nervosa em

17



direcdo ao segmento proximal, onde esta localizado o corpo celular do neurénio (BERTELLI;
ROSA; GHIZONI, 2023).

A cirurgia de regeneracao retrograda, na qual axonios motores séo direcionados para
crescer em uma direcdo oposta a sua rota normal de crescimento, € frequentemente

empregada em procedimentos de reconstrucao nervosa (BERTELLI; GHIZONI, 2006).

Durante esse procedimento, o nervo lesado é conectado a um nervo doador distante,
permitindo que os axénios motores crescam na direcao reversa (RAY et al, 2016). Isso
facilita a reinervacdo muscular e promove a recuperacéao funcional em areas afetadas por
lesBes nervosas (KEMP et al, 2010). A regeneracao retrograda é mediada por uma série de
fatores, incluindo a degradacdo da bainha de mielina no local da leséo e a liberacdo de
fatores de crescimento (RAY et al, 2016). Esse fendOmeno permite que os axdnios motores
se reconectem aos musculos alvo, restaurando parcial ou totalmente a fungcdo motora nas
areas afetadas (BERTELLI; GHIZONI, 2006). Essa abordagem cirlrgica representa uma
alternativa promissora para a reconstrugéo de nervos em lesdes complexas, onde a rota
convencional de regeneracdo pode ser inviavel (RAY et al, 2016). No entanto, mais
pesquisas sdo necessarias para entender completamente os mecanismos subjacentes e

otimizar os resultados clinicos dessa técnica (KEMP et al, 2010).

Logo, a cirurgia nervosa retrégrada representa uma estratégia promissora para o
tratamento de lesdes nervosas periféricas, oferecendo uma alternativa terapéutica viavel
para animais que enfrentam deficiéncias motoras e sensoriais decorrentes de danos nos
nervos (BERTELLI; ROSA; GHIZONI, 2023). Estudos adicionais sdo necessarios para
validar sua eficacia clinica e explorar completamente seu potencial na pratica médica
(BERTELLI; ROSA; GHIZONI, 2023).

Neste estudo, faz-se necessario enfatizar que na cirurgia retrograda, ndo ha um
crescimento retrogrado, de distal para proximal, e sim do corpo celular em direcéo a porcao
mais distal (convencional). O termo "retrégrado" refere-se a inversao do caminho percorrido
pelo nervo. Em termos simples, movemos a parte mais distal em direcdo a proximal. Essa
abordagem implica em seguir uma rota inversa a usual para alcancar o0 musculo, conhecida
como caminho retrogrado. Pode-se dizer entdo, que nao seguimos o trajeto anatdomico

convencional do ramo motor (nervo mediano) até o musculo flexor dos dedos. Assim, o
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axbnio segue uma trajetéria oposta a sua rota normal.

A figura 3 abaixo, elucida brevemente como € a regeneracéo nervosa.

Figura 3 — Regeneragdo nervosa
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Fonte: Cem bilh6es de neurdnios, 2001.

Legenda: Quando um axdnio do sistema nervoso periférico (SNP) é cortado, como na figura (A), €
sabido que pode ocorrer a regeneracdo nervosa. Neste caso, o coto distal e a bainha de mielina degeneram-
se, mas o coto proximal sobrevive, embora ocorram sinais de sofrimento do corpo celular (B). Células do
sangue invadem o tecido e provocam a proliferacdo de novas células de Schwann (C). Com a producédo de
matriz extracelular favoravel ao crescimento do axdnio, forma-se um cone de crescimento no coto distal, que

se move em direcdo ao alvo, reestabelecendo a conexao (D).

A hipotese deste estudo € a de que a cirurgia retrograda produza melhor recuperacao
e reinervacao nervosa no modelo de lesao do tipo corte de nervo em ratos. Ao promover a
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regeneracado convencional dos axénios por um caminho diferente; a cirurgia nervosa
retrograda tem o potencial de melhorar a funcdo motora e sensorial, permitindo a
recuperacao do controle muscular nas areas afetadas (BERTELLI; ROSA; GHIZONI, 2023).
Sendo assim, o presente estudo veio para trazer novos achados no que se refere a forma
com que sdo conduzidas as cirurgias do plexo braquial em modelos pré-clinicos. Essa
cirurgia se dara através de um novo caminho que é criado para reinervar o musculo flexor

dos dedos de ratas wistar fémeas.
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2 JUSTIFICATIVA

A capacidade geral de regeneracdo dos nervos periféricos foi reconhecida hd mais
de um século. Mas, até hoje, os resultados da recuperacédo funcional apés lesées nervosas
graves e cirurgia reconstrutiva continua a ser, em muitos casos, deficiente (RONCHI et al,
2019). Além da recuperacao funcional, certos tratamentos clinicos continuam limitados,
como a microcirurgia do enxerto de nervo (LIU; DUAN, 2023). No momento, o exerto de
nervo autologo é a técnica de reconstrucdo mais amplamente reconhecida para preencher

uma perda nervosa, considerada como o “padrao ouro” (KONOFAOS; HALEN, 2013).

Estudos com modelos animais permitem a pesquisa de diversos tratamentos e
técnicas cirurgicas. Os ratos sdo 0s animais mais comumente utilizados para a pesquisa
sobre a regeneracao nervosa, devido ao maior tamanho de seus nervos periféricos em
comparacao com os do camundongo, mas também a presenca de modelo transgénico, a
existéncia de testes funcionais padronizados e a facilidade de manipulacdo do mesmo, o

tornam o modelo experimental mais amplamente empregado (RONCHI et al, 2019).

Diante ao que foi exposto, este estudo se mostra necessario visto que podera trazer
boas evidencias cientificas no que tange a recuperacéo cirurgica. E foi através da utilizacéo
de dois métodos cilrgicos, sendo eles uma reparacéo do defeito do nervo mediano direito
por pivotamento do extremo distal, chamado de cirurgia retrograda, e o0 outro, uma cirurgia
para reparacao do defeito do nervo mediano por enxerto de nervo obtido do cabo distal do
nervo mediano que comparamos os resultados de recuperacao de forca de roedores. Desta
forma, pode-se comparar as duas técnicas e ver qual delas pode ser mais eficaz no
tratamento e na recuperacao funcional no modelo pré-clinico realizado com ratas, gerando
evidenciais cientificas quanto a eficiéncia principalmente da técnica de regeneracao

nervosa retrograda.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da cirurgia nervosa retrograda em modelo de leséo nervosa em ratos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da cirurgia denominada regeneracao nervosa retrograda sobre a forca de
flexdo dos dedos dos ratos em comparagdo com a cirurgia de enxerto.

- Avaliar o efeito da cirurgia denominada regeneragcao nervosa retrograda sobre a funcéo de
locomocdo e comportamento de escavar dos ratos em comparagdo com a cirurgia de

enxerto.

- Avaliar a reinervacao do musculo flexor dos dedos das ratas que se submeteram a cirurgia

de regeneracao nervosa retrograda em comparacao com a cirurgia de enxerto.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata de uma pesquisa experimental, randomizada e quantitativa.
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Neurobiologia da Dor e da Inflamagéo

— LANDI - pertencente ao Departamento de Ciéncias Fisiologicas.

4.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados in vivo, com Ratos Wistar fémeas que foram
transportados do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC

para o Biotério Setorial do CFS pelo menos 7 dia antes do inicio do tratamento.

Para a garantia do bem-estar animal, o alojamento foi mantido a temperatura de
22 + 2°C, comumidade relativa do ar de 50 + 10% e em ciclo claro-escuro de 12:12h
(luzes acesas as7h). Os animais selecionados tinham aproximadamente 12 semanas de

idade, com peso estimado entre 200 e 250 gramas, no inicio dos experimentos.

Os animais foram alojados em grupos de 4 por caixa (polipropileno, 49 x 34 x 21
cm) As caixas foram forradas com maravalha e disponibilizado racdo (BioBase) e agua
filtrada (filtros Jojaco) livremente. Os animais foram manipulados apenas para limpeza

das gaiolas e procedimentos experimentais.

4.1.2 TAMANHO DA AMOSTRA

Em razédo da falta de estudos prévios desta natureza nao foi possivel determinar

o tamanho do efeito e por consequéncia ndo utilizamos nenhum método de “power
analysis”. Para o calculo das amostras utilizamos o método chamado de “resource
equation”. Neste método, o numero de animais varia entre 10 e 20, baseados numa
analise de variancia. A férmula gerada para calculo da amostragem foi: E = nimero total
de animais — numero total de grupos. Planejamos um estudo de longo prazo e
determinamos o nimero mais alto em func¢éo de possiveis perdas de animais durante o
periodo de avaliagdo. Tivemos dois grupos experimentais com 20 animais cada, e um
grupo controle que nao a realizou leséo do nervo (n=10). Considerando um incremento
de 15%, apoés a aplicacdo da formula mencionada acima, o total de animais utilizados
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foi de 54 ratos. A pata contralateral também foi utilizada como controle negativo. Isto
para facilitar os estudos de avaliacdo comportamental. Em estudos prévios feito pelo
grupo de pesquisa, determinou-se que o comprometimento bilateral das patas dos ratos
nao traz problemas na alimentacéo e ganho de peso (Bertelli et al, 1995; Bertelli et al,
2004).

4.2 APROVACAO NA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 11/07/2023. protocolada sob o
CEUA n° 6926240423. Todos os exeperimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes para o cuidado dos animais de laboratério e as normas éticas para investigacao
de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983), assim como as
diretrizes para o cuidado dos animais de laboratério (COBEA). Todos os esforcos foram

feitos para minimizar o numero de animais utilizados e seu sofrimento.

4.3 METODOS ADOTADOS PARA MINIMIZACAO DE ESTRESSE OU
SOFRIMENTO ANIMAL

A salde e o bem-estar dos animais foram avaliados em todos os dias de tratamento
pelos experimentadores. Os pesquisadores avaliaram a dor espontanea dos animais por
meio da Rat Grimace Scale (figura 4) e observaram se havia a piloere¢cdo acentuada com
sinais de desidratacdo, auséncia de interacdo (olhar), vocalizacdo n&o provocada
caracterizando angustia, secrecdo oculonasal intensa, dispnéia, tremor e convulsées
persistentes, prostracdo prolongada (por mais de 1 hora) e automutilacdo. Além do
comportamento, também foram avaliados parametros posturais dos animais. Se for
observada dor ou qualquer um desses sinais, um veterinario seria consultado para
determinar a exclusdo dos animais de novas experiéncias. O peso de cada animal e o
consumo alimentar da gaiola foram avaliados a cada 72 horas, para evitar que algum animal

perdesse mais de 25% do seu peso anterior.

24



Figura 4 - categorias da escala grimace em ratos
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Escala de Expressao Facial em Rato

Pesquisas tém demonstrado que alteragdes na expressao facial € um meio para a avaliagéo de dor em ratos.

A Escala de Expressao Facial em Rato foi elaborada utilizando unidades de agao As unidades de agdo devem ser usadas apenas em animais acordados. Cada
especificas faciais mostradas abaixo. Essas unidades de acdo aumentam na animal deve ser observado por um periodo curto de tempo para evitar registrar
intensidade em resposta a dor pés-procedimento e podem ser usadas como parte alteragdes temporarias na expressédo facial que ndo estejam relacionadas ao

da avaliagéao clinica. bem-estar animal.
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Fonte: Adaptado de nc3rs.org.uk/3rs-resources/grimace-scales




4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os experimentos foram realizados por 30 semanas e iniciados na semana zero, que
foi quando realizada as cirurgias (figura 5). Na trigésima semana, todos animais foram

eutanasiados com injecao intraventricular de cetamina.

Figura 5- Linha temporal dos testes
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Fonte: Autor

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em quatro diferentes grupos, diferindo quanto o n

amostral e o procedimento a ser realizado.

Grupo 1 — Animais néo sofreram cirurgia nem anestesia (Grupo Naive) (n=5);

Grupo 2 — Animais foram anestesiados, a pele e o tecido muscular foram apenas
mobilizados (Grupo Sham) (n=5);

Grupo 3 — Animais receberam cirurgia para reparacao do defeito do nervo mediano direito

por pivotamento do extremo distal (regeneragéo nervosa retrograda) (n=22);

Grupo 4 — Animais receberam cirurgia para reparacao do defeito do nervo mediano direito

por enxerto ne nervo obtido do cabo distal do nervo mediano (n=22).
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4.6 CIRURGIAS

A cirurgia foi realizada com o auxilio de um microscopio. Os animais foram
anestesiados com xilazina (60%) e cetamina (40%), proporcao 6:4, 0,5 ml/kg

intraperitoneal conforme a figura 6 abaixo.

Figura 6 - Anestesia intraperitoneal
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Fonte: Mind the graph

Apos verificacdo do estado de consciéncia do animal, por meio de pincamento
da cauda e dobras interdigitais posteriores, foi realizada tricotomia e assepsia da
pata direita utilizando iodo. A pele foi seccionada e os musculos afastados. Nos dois
grupos (G3 e G4) o nervo mediano do membro direito foi seccionado no mesmo nivel
pois isto influéncia na determinacdo do dia da recuperacéo funcional. No grupo G3, a
cirurgia se baseou numa técnica em que ocorreu a seccao (corte) do nervo mediano na
porcdo mais distal do animal , e, posteriormente, inserida na por¢cao que foi gerado o
gap através de um tombamento (pivotamento) em 180 graus na regiao proximal ao gap
(figura 7). J& no grupo 4, a cirurgia se baseou na insercdo de uma porcéo distal do
nervo mediano (aproximadamente 5 mm) no gap que foi gerado cirurgicamente (figura
8). Nos grupos 1, 2, 3 e 4 removemos também o nervo ulnar para evitar resultados falso
positivo nos testes funcionais, ja que o nervo ulnar pode inervar os flexores dos dedos.
Na pata contralateral, 15 mm do nervo ulnar e mediano foram removidos na mesma
intervencdo. Todas as brechas realizadas através da remogéo de segmentos nervosos
foram de 15mm para impedir uma recuperacao espontanea, o que acontece em brechas

menores que 5mm.No grupo controle (G2), os animais foram anestesiados, a pele e 0
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tecido muscular mobilizados como os demais grupos, porém 0S nervos nado serao
seccionados.

Os animais permaneceram acolhidos em caixas individuais no periodo pés
operatorio para evitar que 0s animais comecem a sutura uns dos outros ao acordar.
Permaneceram sob aquecimento através de lampadas incandecentes (luz laranja de
100 w) para evitar hipotermia pos anestesia. Vale ressaltar que molhou-se pedacgos de
papel toalha com solucdo fisiolégica e inseria-se nos olhos das ratas para evitar
ressecamento dos mesmos. As ratas também recebiam hidratacdo até completa

recuperacao apods a anestesia, posteriormente eram levadas para condicionamento nas
caixas de alojamento.

Figura 7 — Cirurgia retrograda, grupo 3

3%’
9
&\‘dﬁq\ !

M .

o eTY 30

Fonte: Imagem do autor
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Figura 8 — Cirurgia de enxerto, grupo 4

Fonte: Imagem do autor

4.7 TESTES DE FORCA E LOCOMOCAO

4.7.1 Grasp teste

Foi realizado pré operatério e apds a cirurgia em semanas especificas (132 e 302
semana).Utilizou-se uma balanca especialmente desenvolvida para o estudo, conforme

a figura 9 abaixo.

Os ratos foram segurados pela cauda e, tdo logo agarrem a grade, foram
elevados firmemente até que a soltem, o valor da forca de flexdo das ratas é fornecido
em gramas e foi anotado em uma folha e posteriormente tabulado. Estas avalia¢cdes nos
forneceram dados sobre a qualidade da recuperacdo funcional. Foram feias trés
repeticdes verticais em cada rato. O valor coletado para cada experimento feito no rato
foi a meédia das trés repeticdes (BERTELLI; MIRA, 1995).
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Fig_ura 9_ - Balanca digital
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4.7.2 Eletrofisiologia

O teste de eletromiografia foi realizado na 222 e na 302 semana ap0s a cirurgia de
reconstrucdo. Um total de 5 ratas do grupo sham, retrégrado e enxerto foram anestesiadas
com xilazina (60%) e ketamina (40%), o nervo mediano reconstruido foi dissecado,
seccionado e o extremo distal conectado a um estimulador de nervo Cidepe, Sao Paulo. O
terceiro dedo foi conectado através de um fio de seda a um transdutor de for¢a (PowerLab,
Adinstruments, Australia). O transdutor de for¢a foi conectado com um sistema de aquisi¢ao
de dados (PowerLab, Adinstruments, Australia). Um estimulo supra maximal de 2v foi
liberado pelo estimulador elétrico e a for¢a produzida pela contracdo da flexdo dos dedos
foi avaliada. Logo, foi a reinervagdo muscular o nosso alvo de avaliagdo neste testes,

semelhantemente ao o estudo de Manoli et al (2014).
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4.7.3 Escavacao

O teste de escavacdo ocorreu na 122 semana. A escavagdo de tuneis pode ser
utilizada como marcador do funcionamento geral e da capacidade de trabalho dos
animais (Andrews et al, 2012). Para tanto, foram utilizadas tocas feitas com tubos ocos
de plastico (320 mm de comprimento x 100 mm de didametro) selados em uma
extremidade e abertos na outra. A entrada aberta fica elevada aproximadamente 60 mm
acima do solo para evitar a perda de cascalho ou maravalha quando a toca for colocada

no chéo da gaiola de teste.

O protocolo seguiu os procedimentos de Deacon (2006) com algumas
modificacdes. Para o teste, os animais foram ambientados com a toca por 48h, que ficou
dentro de sua gaiola moradia. No dia do teste, os animais foram separados em caixas
moradias individuais, com uma fina camada de maravalha no solo (300 g). Dentro da
caixa foi colocada a toca com a extremidade fechada contra a parede da gaiola e
preenchida com 250 gramas de maravalha ou cascalho. A agua e comida foram

fornecidas normalmente.

O teste deve iniciar as 16 horas da tarde e dura por 2 horas (horario e tempo de
maior sensibilidade do teste). Ao final, deve-se medir a quantidade de material deslocado
da toca, definido como estando no chao da gaiola e ndo na toca, mensurando-se 0 peso

do material deixado na toca.

Quando finalizar o teste se o animal estiver dentro da toca, ele ndo deve ser
puxado manualmente para fora e sim suavemente inclinado para o prato da balanca
junto com o material, ser removido e levando para a gaiola. Isso tudo pode ser elucidado

pela figura 10 abaixo.
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Figura 10 - escavacédo
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Legenda: Esquema para a realizagdo do teste de escavagdo. A- Diagrama do tdnel. B- imagem do animal.

Figura adaptada e retirada de Deacon, 2006.

4.7.4 Avaliacdo da locomocéao (campo aberto)

Os animais foram avaliados na 112 semana por meio do teste de campo aberto, que
consiste em um aparato com base retangular medindo 60x40x50 cm com 12 divisdes
marcadas no chao do aparato medindo 15x13,3 cm cada uma. O experimento foi realizado
por um periodo de 5 minutos onde animal € observado pelo pesquisador por meio da
parede frontal translicida do aparato. Apés cada analise experimental, o aparato foi

totalmente limpo usando-se alcool 70°.

As atividades locomotora e exploratoria foram avaliadas por meio do niumero de
cruzamentos (crossing — numero de vezes que o animal cruzou as linhas demarcadas no

chéo com as quatro patas).
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Figura 11 — campo aberto
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4.8 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software Graph Pad Prism
version 6 (GraphPad Software®, San Diego, CA). Nos testes estatisticos que foram
repetidos mais de uma vez, como o teste de preensdo e o grip force, utilizamos a anélise
de variancia (ANOVA) one-way, bem como para os testes que foram feitos uma Unica vez.
Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi
menor ou igual a 0.05. Apos a realizacdo da ANOVA (Analise de Variancia) para comparar
as meédias entre 0s grupos, empregou-se 0 teste post hoc para identificar diferencas
significativas entre os grupos especificos. Este teste foi conduzido utilizando o método de
Tukey, que é amplamente reconhecido por sua capacidade de controlar o erro do tipo | ao
realizar multiplas comparacdes. A significancia estatistica foi estabelecida com um nivel de
confianca de 95%. O teste post hoc foi essencial para elucidar as diferencas especificas
entre os grupos e fornecer uma compreensao mais aprofundada dos resultados obtidos na
ANOVA.
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5 RESULTADOS

5.1 GRASP TESTE

No teste de grip force, a ANOVA de uma via indicou diferengas significativas entre
0s grupos com F=(11, 112) 12,76; p<0,0001. O teste post hoc de tukey mostrou que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos nos dados pré-operatorios; contudo identificou
uma reducao da forca no grupos retrogrado (p=0,0011) e enxerto (p=0,0050), em relacéo
ao grupo Sham na décima terceira, assim como trigésima semana, sendo o0 grupo
retrogrado com p=0,0003 e o grupo enxerto com p<0,0001 (Figura 11). Nao houve diferenca
entre os grupos Naive e Sham, assim como entre os grupos Enxerto e Retrogrado em
nenhuma das avaliacdes. Esses dados demonstram que os animais dos grupos intervencao

enxerto e retrogrado nao recuperaram a forca de preensao até a trigésima semana.

Figura 12 - Teste de grasp
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Legenda: Este painel indica a for¢ca de flexdo dos dedos das ratas. Cada barra representa o numero de 22
animais para o grupo retrogrado e enxerto, ja o sham e o naive sao 5 animais para cada e as linhas verticais
indicam o erro padrao da média (E.P.M). O teste estatistico se deu por andlise de variancia de uma via
(ANOVA) e teste post hoc de tukey. Os asteriscos (*) denotam a significAncia entre os grupos sham e
retrogrado e sham e enxerto. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Pré operatdrio (Pré-OP). Vale ressaltar que
0s asteriscos se originam da comparacédo do grupo sham com os demais grupos (retrégrado e enxerto).
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5.2 ELETROFISIOLOGIA

Na eletrosifiologia, a ANOVA de uma via indicou diferencas significativas entre os
grupos com F=(5, 54) 4,882; p= 0,0009 (figura 12). O teste post hoc de tukey mostrou que
houve diferenca entre os grupos intervencao retrogrado (p=0,0276) e enxerto (p=0,0034),
na comparacdo com o grupo sham na vigésima segunda semana, demonstrando prejuizo
na reinervacdo muscular desses animais. Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos na trigésima semana. Sendo assim, esses dados demonstram que 0s animais

recuperaram a inervacao muscular apés a trigésima semana.

Figura 13 - Eletrofisiologia
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Legenda: Este painel demonstra o teste de eletrofisiologia. Cada barra representa o teste feito em 5 animais
de cada grupo e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média (E.P.M). O teste estatistico se deu por
analise de variancia de uma via (ANOVA) e teste post hoc de tukey. Os asteriscos (*) denotam a significAncia
entre os grupos sham e retrégrado e sham e enxerto. * p<0,05; **p<0,01.
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5.3 ESCAVACAO

No teste de escavacao, a ANOVA de uma via ndo indicou diferencas significativas
entre os grupos com F= (3, 44) 0,7927; p = 0,5045 (figura 13).

Figura 14 — Escavagao
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Legenda: Este painel indica a capacidade de escavacdo. Cada barra representa um total de 22 animais no
grupo retroégrado, 22 no grupo enxerto, 5 no grupo sham e 5 no grupo naive e as linhas verticais indicam o
erro padrao da média (E.P.M). O teste estatistico se deu por analise de variancia de uma via (ANOVA).
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5.4 AVALIACAO DA LOCOMOGCAO (CAMPO ABERTO)

No teste de campo aberto, a ANOVA de uma via nao indicou diferengas significativas
entre os grupos com F= (3, 46) = 0,3621, ; p=0,7807 (figura 14).

80—

60—

40—

20—

NUmero de cruzamentos

Figura 15 - Teste de campo aberto

T
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Legenda: Este painel demonstra o teste open field. Cada barra representa um total de 22 animais no grupo
retrégrado, 22 no grupo enxerto, 5 no grupo naive e 5 no grupo sham e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média (E.P.M). O teste estatistico se deu por andlise de variancia de uma via (ANOVA).
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6 DISCUSSAO

A regeneracao nervosa € um campo complexo e multifacetado, cujo estudo tem sido
enriquecido por uma ampla gama de pesquisas. Este trabalho compilou uma lista de
referéncias que abrangem desde os fundamentos da anatomia e fisiologia nervosa até os
mais recentes avancos em neurobiologia e terapias regenerativas. A partir dessa
compilacdo, é possivel tracar uma visdo abrangente das mdltiplas facetas envolvidas na

regeneracao de nervos periféricos.

Este trabalho mostrou que a cirurgia retrégrada possui resultados semelhantes a
cirurgia de enxerto, que € o padréo ouro. Visto que ndo houveram diferengas estatisticas

entre 0s grupos intervencao.

O presente achado de grasp € semelhante ao estudo feito por Bertelli e Mira (1995).
Visto que, neste estudo, os ratos que foram operados através de uma cirurgia do tipo
resseccao (corte) na regido do nervo mediano nao conseguiram recuperar a flexdo dos
dedos. Semelhantemente ao presente achado, em que, apds 30 semanas todos o0s animais
operados no nervo mediano, ndo conseguiram recuperar a forca de flexdo dos dedos
através do teste de grasp. Vale ressaltar que no trabalho feito por Bertelli e Mira (1995), os
ratos que retornaram o movimento de flexdo dos dedos sofreram a lesdo do tipo
esmagamento e ndo a do tipo resseccdo. Os ratos da lesdo do tipo esmagamento,

retornaram o movimento dos dedos um pouco mais cedo, no oitavo dia pos operatorio.

A cirurgia retrograda realizada no presente estudo junto com a de enxerto,
demonstrou que os animais nao recuperaram a forca de flexdo dos dedos. Esse achado se
deve, principalmente, ao fato de que a leséo do tipo corte é a mais dificil de se regenerar, o
gue ja foi elucidado por Sunderland 1951, em que o autor descreve que ao existir o
rompimento total do nervo, cria-se um espaco que € muito dificil de se restabelecer a
regeneracao nervosa de maneira eficaz. Corroborando com o achado de que a forca nao

foi restabelecida apos a 302 semana.

O presente achado de eletrofisiologia avaliou a reinervacdo muscular. No trabalho
de Manoli et al (2014) os autores realizaram o teste de histomorfometria e eletrofisiologia

em ratos submetidos a uma intervencédo cirurgica numa lesdo do tipo neurotmese
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(rompimento) no nervo mediano, os autores identificaram que houve uma recuperacao
funcional significativa nos animais operados, com uma correlacdo positiva entre a
velocidade de conducgdo neuromuscular e o numero total de fibras nervosas, bem como
entre a amplitude do potencial de a¢cdo muscular composto e o numero total de fibras
nervosas. Corroborando com o presente trabalho em que os animais, ao sofrerem a cirurgia
retrograda acabaram por recuperar a reinervacdo muscular no teste de eletrofisiologia. Os
animais do presente trabalho recuperaram a reinervagdo muscular, e isso se deve ao tipo
de procedimento cirurgico que foi feito em ambos 0s grupos intervencdo, demonstrando que
ambas as cirurgias, retrograda e de enxerto, foram bem feitas e que a restauracao da

inervacao muscular foi completa.

No achado do teste de escavacao, nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos
retrogrado e enxerto, quando comparados com o sham, o que estd semelhante com o
achado no estudo de Jirkof et al (2012), em que os ratos que foram submetidos a cirurgia
retiravam bem menos pellets de dentro da toca do que os ratos que nao foram operados.
Vale ressaltar que neste mesmo estudo, os ratos foram testados na primeira semana pos
cirurgia. Isso indica que houve uma diminuicdo do comportamento de escavagao no grupo
gue foi submetido a cirurgia, sugerindo um potencial indicador de dor ou de reducdo do
bem-estar nesses animais. Pode-se dizer que o resultado do presente achado se deve ao
dia em que foi feito o teste de escavacao, ja que foi feita na 122 semana pos cirurgia,
gerando um intervalo de tempo grande para que ocorresse a recuperacao da pata operada

e consequentemente uma diminuicdo da dor para escavar.

No presente trabalho, o teste de campo aberto (locomocao) pés cirurgica indica que
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos retrogrado e enxerto. No trabalho de Ruhl,
Christer, Rhode e Beier (2023), os autores também néo identificaram diferenca estatistica
pos cirurgia no teste de locomogao nos grupos que sofreram cirurgia do nervo ciatico. Vale
ressaltar que o autor realizou o teste de campo aberto na 52 semana poés cirurgia. Esses
achados, corroboram para que, pos cirurgia, 0 comportamento locomotor e exploratorio dos
animais ndo tenha diferenca estatistica, ou seja, ndo ha diferenca entre o grupo controle e
0 grupo intervencéo. Pode-se dizer que o presente achado, ndo indicou diferenca estatistica
guanto ao numero de cruzamentos pois o teste foi feito na 112 semana pos cirurgia, cujo
0S animais recuperaram a mobilidade da pata operada e a0 mesmo tempo ocorreu uma

diminuicdo da dor poés cirurgica devido ao longo intervalo de tempo de recuperacéo que as
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ratas tiveram até o momento em que foi realizado este teste.

Estudos futuros devem investigar os efeitos a longo prazo das intervengdes
terapéuticas na funcdo sensorial e motora, bem como na qualidade de vida dos animais.
Além disso, é importante explorar ainda mais 0s mecanismos moleculares subjacentes aos
efeitos observados, a fim de desenvolver intervencdes terapéuticas mais direcionadas e
eficazes (SONG et al, 2015). Ademais, pode-se em estudos futuros, optar por escolher um
farmaco que auxilie na regeneragéo nervosa e inseri-lo no grupo intervengéo e avaliar como
se deu a regeneracdo nervosa, se foi mais eficaz, se melhorou a forca, se reinervou mais

ou até mesmo se auxiliou na capacidade locomotora e exploratéria dos animais.

40



7 CONCLUSOES
Este estudo demonstrou que a cirurgia retrégrada possui resultados similares,

guando comparado com a cirurgia de enxerto. Contudo, faz-se necesséario mais estudos, a

fim de avaliar a reprodutibilidade desses dados e mais analises.
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ANEXO

- " UNIVERSIDADE FEDERAL Universidade Feeral de Santa Catarina

s DE SANTA CATARINA o -
Comissdo de Etica no
e CE UA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamaos gue a propeosta intitulada "Medela de regeneracdo nervosa retrograda em rates.”, pretocolada sob o
CEUA n® 6926240423 o canss), sob a responsabiidade de Morgana Duarte da Silva e equipe; Marcos Lishoa Neves;
Jayme Bertelli; Pedro André Hermes Amaral; Anaré Luis Espindola juniar - gue envolve a producdo, manutencio efou
utilizacdo de animals pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
clentifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.399
de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselhe Nacional de Cortrole da Experimentacio
Animal (CONCEA), e fol APROVADA pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa
Catarina (CELA/UFSC) na reunido de 11/07/2023.

We certify that the proposal "Model ef retrograde nerve regeneration in rats.”, utilizing 54 Heterogenics rats (54
females), protocaol number CEUA 8926240423 m oo24s6), under the responsibility of Morgana Duarte da Silva and
team; Marcos Lisboa Neves; Jayme Bertelli; Pedre André Hermes Amaral; André Luis Espindala Junior - which involses
the production, maintenance and/or use of animzls belonging to the prylum Cherdata, subphylum Vertebrata (excapt
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11794 of October 8, 2008,
Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Coundl for Contral of Animal
Expermentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Commiltee on Animal Use of the Federal University of
Santz Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 07/11/2023.

Finalidade da Propasta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 052023 a 12/2024  Area: Ciéncias Fisiolégicas

Origem:  Biotério Central
Espécie: Ratos heterogérnicos sero: Fémeas idade: 11 a 12 semanas Quantidade: 54
Linhagem: Wistar Peso: 200 a 250 g

Floriandpolis, 11 de julho de 2323

Veamaop, o bt~

Luciana Aparecida Honarata Wanessa Rafaella Folztto da Silva
Presidente da Comissho de Etica no Uso de Animais Vice-Presicente da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Hua Desembargados Vitor Lima, 222, sala 701 - Tndade - Floriandpols/Santa Catarina-5C CEP: 8B040-400 - tel: 55 (48) 3721-6054
Hordna de stendimenta: 2% a 62 das Bh A< 126 e das 14h &= 18h : e-mail: ceua propesqicontato.ufec br
CEUA N 6326240423

Anexo A: Certificado de aprovagéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
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