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RESUMO

Nunes e Silva D. FATOR DE CRESCIMENTO NERVOSO ASSOCIADO A COLA DE
FIBRINA NO REPARO NERVOSO TERMINO-LATERAL. ESTUDO EXPERIMENTAL
EM RATOS. Campo Grande; 2011. [Tese - Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Faculdade de Medicina].

Objetivo: o Fator de Crescimento Nervoso (FCN) tem sido considerado como uma
possivel alternativa para a potencializacdo de reparos nervosos. No entanto, o melhor
meétodo de administra-lo no transoperatorio ainda néo foi completamente estabelecido.
Recentemente, em reparos nervosos término-terminais, a cola de fibrina (CF) foi
descrita como promissora alternativa para sua administracdo. A realizacdo do reparo
nervoso término-lateral (RNTL), apenas com CF, contendo FCN, ainda nao foi testada
na literatura e justificou a realizacdo deste estudo.

Métodos: Foram utilizados 72 ratos Wistar distribuidos igualmente em seis grupos: o
grupo A néao foi submetido a seccéo nervosa (grupo controle); o grupo B foi submetido
a seccao do nervo fibular sem reparo nervoso; o grupo C foi submetido ao RNTL com
suturas; o grupo D ao RNTL com suturas e FCN; o grupo E ao RNTL apenas com CF;
o grupo F ao RNTL com CF contendo FCN. A funcdo motora foi avaliada no pré-
operatorio e posteriormente com 30, 60 e 90 dias. Noventa dias ap0s a cirurgia, foram
analisadas a massa do musculo tibial cranial, o0 nimero e didmetro médio das fibras
musculares e dos axonios regenerados por campo.

Resultados: Nao houve diferenga entre a massa média dos animais, demonstrando a
homogeneidade da amostra e confirmando as condicfes de padronizacdo do estudo
(p>0,05). As demais variaveis analisadas, ndo mostraram diferenca entre 0s grupos
operados, independente da técnica utilizada no reparo (sutura X CF) (p>0,05), bem
como ndo mostraram influéncia positiva na adicdo do FCN no grupo F (p>0,05). Em
todas as variaveis analisadas, os animais submetidos ao RNTL foram superiores
estatisticamente ao grupo B, demonstrando o sucesso da técnica (p<0,05). No entanto,
seus resultados foram inferiores ao grupo controle (p>0,05).

Conclusbées: O RNTL, independente do tipo de reparo utlizado, determinou a
recuperacdo do animal, tanto histologica quanto funcionalmente. A adicdo do FCN na
CF néo potencializou os resultados do procedimento.

Palavras-chave: Técnicas de Sutura. Adesivo Tecidual de Fibrina. Microcirurgia. Ratos.



ABSTRACT

NUNES E SILVA D. NERVE GROWTH FACTOR WITH FIBRIN GLUE IN END-TO-
SIDE NERVE REPAIR, EXPERIMENTAL STUDY IN RATS.

Purpose: The Nerve Growth Factor (NGF) has been considered a possible alternative to
nerve repair potentialization. However, the best way to present it in the repair has not
been fully set. Recently, the fibrin glue (FG) has been described as a promising
alternative to deliver NGF in end-to-end nerve repair. The excellent results stimulated its
use in others kind of nerve repairs. The End-to-side nerve repair (ETS), performed with
FG containing NFG, has not yet been tested and justified this study.

Methods: 72 Wistar rats were distributed into six equal groups: group A was not
submitted to surgery (control group); group B was submitted to fibular section only;
group C was submitted to classic ETS with sutures; group D to ETS with sutures and
NGF; group E to ETS with FG only; group F to ETS with FG containing NGF. The motor
function was accompanied in the preoperative and after 30, 60 e 90 days. Ninety days
after the surgery, the tibial cranial muscle mass, the number and diameter of the
muscular fibers and the regenerated axons were measured to compare the group
results.

Results: There was no difference in the animal mass, demonstrating the homogeneity of
the sample and confirming the standardization of the study (p>0.05). All the other
analyzed variables did not show any differences among the operated groups,
independent from the technique used in the repair (suture x FG) (p>0.05), and also did
not show positive influence in the addition of NGF in group F (p>0.05). In all the
analyzed variables the animals submitted to ETS were statistically superior to group B,
showing the repair success (p<0.05). However their results were inferior to the control
group (p>0.05).

Conclusions: The ETS showed the same good recovery pattern, independent from the
kind of repair used. The addition of NGF in FG was not enough for the potentialization
of the ETS results.

Key Words: Suture Techniques. Fibrin Tissue Adhesive. Microsurgery. Rats.
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1 - INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a partir da incorporacéao de novas tecnologias e conhecimentos,
importantes avancos foram obtidos na cirurgia dos nervos periféricos (KINGHAN,
TERENGHI, 2006). Apesar disso, ainda hoje, a recuperacéo funcional completa, apos
uma lesdo nervosa, € dificil e complexa, permanecendo como um dos grandes desafios
da medicina moderna (ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006a; HANINEC et al., 2007).

A potencializacdo da regeneracdo axonal, minimizando as perdas neuronais e
ampliando a capacidade de resposta do nervo ao trauma, tem sido foco de diversos
estudos nos ultimos anos. A descoberta de agentes que, ao serem incluidos na rotina
microcirargica, acelerem o crescimento nervoso é considerada fundamental para que a
evolucdo nos resultados seja obtida (LEVI-MONTALCINI, CALISSANO, 2006;
DELISTOIANOQV, 2007).

Neste sentido, a utilizacdo dos fatores neurotréficos (FN) vem ganhando
importante destaque na literatura (MARTINS et al., 2005a). Um dos possiveis
responsaveis pelos resultados insatisfatorios no pos-operatorio das cirurgias de nervos
periféricos é a caréncia local de FN (CHUNZHENG et al., 2008; JUBRAN,
WIDENFALK, 2003). Segundo diversos autores, a administracdo de FN exdgenos &
capaz de determinar a melhoria dos resultados microcirdrgicos, ao reduzir a
degeneracédo axonal e promover a sobrevivéncia celular, permitindo consequentemente
um melhor crescimento nervoso final (DERBY et al.,, 1993; BHANG et al., 2007
MARCOL et al., 2004; LEE et al., 2003; HUANG et al., 2003; LEVI-MONTALCINI,
1987).

O FN de maior destaque na literatura é o Fator de Crescimento Nervoso (FCN),
considerado um importante neuroprotetor e neuroestimulador, sendo fundamental para
a sobrevivéncia e para a regeneracdo de axonios lesados (SILVA, 1995a; SILVA,
1995b; REIS, 2005; MARTINS et al., 2005b). Primeiro FN a ser descoberto, o FCN é
capaz de aumentar a atividade mitotica axonal, facilitando a maior incorporacao de
aminoacidos e a consequente maior e mais rapida regeneracdo celular (LEVI-
MONTALCINI, 1965; LEVI-MONTALCINI, 1952; CUELLO, 1997; LEVI-MONTALCINI,
CALISSANO, 2006).

No entanto, apesar de altamente desejavel, a utilizacdo do FCN exdgeno em um
reparo nervoso ndo é tarefa simples (HONDERMARCK, 2008; BHANG et al., 2007;
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LEE et al., 2003). A administrac@o sistémica é inviavel devido aos grandes volumes de
FCN necessarios para atingir-se o volume terapéutico na area reparada. Da mesma
forma, a administracdo local - em dose Unica - € também pouco produtiva, visto que a
meia-vida do FCN é de apenas 2,4 minutos, sendo sua acéo rapidamente inativada
(BHANG et al., 2007).

Autores como Sjoberg e Kanje (1989) preconizaram a infusao continua do FCN no
reparo nervoso durante semanas. Outros como Santos et al. (1998) sugeriram a
infusdo diaria multipla — através de um reservatorio previamente implantado. Tais
alternativas, apesar dos excelentes resultados experimentais obtidos, estdo longe das
opcOes ideais para o uso clinico, visto que exigem multiplos procedimentos e,
principalmente, determinam riscos e morbidade significativa aos pacientes (TAYLOR et
al., 2006).

Assim, varias técnicas tém sido desenvolvidas na tentativa de aumentar a
efetividade do FCN no reparo nervoso, com énfase na identificacdo do método ideal de
administra-lo no transoperatorio (LEE et al., 2003). As alternativas existentes séo de
custo elevado, de dificil aplicabilidade clinica e de eficacia incerta. O método padrao-
ouro ainda nao foi estabelecido e segue sendo estudado (CHUNZHENG et al., 2008).

Segundo diversos autores, um dos grandes desafios da microcirurgia moderna é o
desenvolvimento de um método simples, rdpido e barato para aplicar o FCN na
localizac&do certa, na dose correta e na frequéncia adequada (SUNDERLAND, 1991;
LEE et al., 2003; BHANG et al., 2007; CHUNZHENG et al., 2008).

Alguns estudos ja comprovaram que a cola de fibrina (CF), de uso comercial para
sintese de tecidos, pode ser utilizada como veiculo carreador de substancias diversas,
como, por exemplo, antibiéticos para o tratamento de infec¢des cronicas ou até mesmo
células cultivadas artificialmente (ZENG et al., 1994; HORCH et al.,1998). Entre outros
autores, Chunzheng et al. (2008) sugeriram que a CF poderia ser usada como
carreadora do FCN para os reparos de nervos periféricos.

A questao discutida na literatura € se a CF manteria o FCN ativo por mais tempo,
gradualmente liberando-o no reparo, permitindo sua acao potencializadora direta e
prolongada (CHENG et al., 1998; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; BHANG et al., 2007).

Poucos estudos estdo disponiveis sobre o assunto e a duvida ainda persiste
(BHANG et al.,, 2007). Zeng et al. (1994), Jubran & Widenfalk (2003) e, mais

recentemente, Chunzheng et al. (2008) referiram maiores indices de regeneracao
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axonal e precocidade na recuperacao funcional ao realizarem neurorrafias término-
terminais associadas a CF contendo FCN.

A grande expectativa gerada por estes resultados determinou a avaliacdo da
associacdo da CF com o FCN, em diferentes tipos de reparos, visto que 0 reparo
nervoso término-terminal (RNTT) ndo pode ser indicado em todos os casos — como, por
exemplo, nas perdas do coto proximal (PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005). Para
estes casos, uma alternativa técnica que vem ganhando grande destaque nos ultimos
anos é o reparo nervoso término-lateral (RNTL) (OGUN et al., 2003; DAHLIN et al.,
2007; PONDAAG, GILBERT, 2008).

Diferentemente da sua ampla aceitagdo no RNTT, o papel da CF ainda n&o foi
completamente estabelecido no RNTL, sendo que a literatura sobre o tema é escassa e
apresenta resultados divergentes (SATO, 2005; FARRAG et al., 2007).

Os defensores da técnica acreditam que, por minimizar a formacéao de fibrose e de
granulomas no reparo nervoso - evitando a formacdo de obstaculos para os axdnios
em regeneracgao - e por reduzir o trauma local, caracteristico das neurorrafias, 0 RNTL
realizado apenas com CF proporcionaria melhores indices de crescimento nervoso e
melhores resultados no pds-operatorio, quando comparado ao reparo realizado com
suturas (TORRES, GRACA, FARIAS, 2003; LAGO, 2005; ORNELAS, PADILLA, DI
SILVIO, 2006a; ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006b; MARTINS et al. 2005b).

Os criticos da técnica referem altos indices de deiscéncia e inseguranca no pos-
operatorio, alegando que a CF tem resisténcia a tracdo inferior a sutura nervosa
(MATAR, 2003; REBOL, MILOJKOVIC, DIDANOVIC, 2006; MENOVSKY, VAN GULIK,
WESSELING, 2002; MATTAR et al., 1990). Relatos de melhores resultados com a
utilizacdo da neurorrafia classica também séo frequentes na literatura (CHEM, CHEM,
2004; SHEKARRIZ, STOLLER, 2002; CHEM, 2003).

A maioria dos autores concorda, entretanto, que € necessaria a definicdo dos
reais limites da utilizacdo da CF no RNTL (MUELLER, 2001; SATO, 2005; SAMII et al.,
2006). A existéncia de resultados contraditorios descritos na literatura, a relevancia do
tema e as possibilidades abertas pela sua realizacéo justificam a realizacdo de mais
estudos sobre o assunto (SATO, 2005; SAMII et al., 2006).

Nesse sentido, em 2010, foi obtida a reinervacdo do coto distal do nervo fibular de
ratos a partir da realizagdo do RNTL, apenas com CF, na face lateral do nervo tibial —

sem a utilizacdo de microssuturas — procedimento conhecido como RNTL protegido. O
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sucesso do reparo foi confirmado em testes de funcdo e posterior analise morfolégica
dos animais (NUNES E SILVA et al., 2010).

Apesar do éxito do experimento, os indices de regeneracdo axonal ficaram abaixo
dos indices obtidos no grupo controle (NUNES E SILVA et al., 2010). Esse resultado —
comum as técnicas microcirurgicas disponiveis atualmente, inclusive ao RNTL classico
(Viterbo, 1992) — confirmou a necessidade do aprimoramento da técnica para a
possivel potencializacdo dos seus resultados (SANTOS et al.,, 1998; REBOL,
MILOJKOVIC, DIDANOVIC, 2006).

Em revis@o sistematica da literatura, nas bases de dados do Medline e LILACS,
nao foram encontrados estudos sobre a realizagdo do RNTL apenas com CF contendo
FCN. Desta forma, o entendimento que o RNTL protegido é eficaz e desejavel, mas
necessita de aprimoramento em seus resultados, e que o FCN tem condicbes de
potencializa-los, levou a experimentacao, pela primeira vez, de sua inclusao na técnica.

A comprovacdo da obtencdo de uma regeneragcéo axonal superior determinaria
um grande avancgo para a microcirurgia. Se verificada sua funcionalidade, os beneficios
do RNTL com CF seriam somados aos efeitos positivos determinados pela presenca
local e duradoura do FCN.

Diante do exposto, entende-se a relevancia do assunto e a necessidade do

desenvolvimento de estudos sobre o tema.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Estudar a acdo do FCN, associado a CF, em um RNTL protegido, em ratos.

2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Estudar a fungdo motora de ratos submetidos ao RNTL, realizado com CF
contendo FCN.

2 — Estudar a morfologia do nervo fibular de ratos submetidos ao RNTL, realizado
com CF contendo FCN;

3 — Estudar a morfologia do musculo tibial cranial de ratos submetidos ao RNTL,

realizado com CF contendo FCN.

4 — Estudar a massa do musculo tibial cranial de ratos submetidos ao RNTL,

realizado com CF contendo FCN.
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3 — REFERENCIAL TEORICO

Nos grandes centros, com a transformacdo do trauma em problema de saude
publica, as lesdes de nervos periféricos vém se tornando cada vez mais comuns
(KINGHAN, TERENGHI, 2006). Apesar dos continuos avan¢os obtidos na terapéutica
microcirirgica, as sequelas resultantes das lesdes nervosas sao muitas vezes
permanentes e incapacitantes (ROMAO et al., 2007). Mesmo em lesdes simples,
tratadas com cirurgias bem conduzidas, a recuperacao funcional satisfatoria muitas
vezes nao € obtida (LIDA et al., 2003; HAYASHI et al., 2004; TOTH et al., 2008).

O correto entendimento da microestrutura do SNP e das variaveis envolvidas no
complexo sistema de regeneracao nervosa sao fundamentais para a compreensédo das
possiveis estratégias a serem utilizadas nas tentativas de potencializar-se a
recuperacgdo do nervo apos traumas (MUELLER, 2008).

O nervo periférico é constituido basicamente por axdnios, tecido conjuntivo e
estruturas coadjuvantes na nutricdo, protecdo e preservacdo de seus elementos
internos (SILVA, 1995a). Os axbnios sdo recobertos pelo endoneuro, membrana de
tecido conjuntivo onde se destacam os nodos de Ranvier e as células de Schwann -
circundados pela membrana basal (SATO, 2005). A reunido de varias fibras nervosas
forma o fasciculo nervoso, envolvido pelo perineuro. Este tem a funcdo de protecéo
mecanica dos fasciculos, formando uma importante barreira as substancias difusiveis e
preservando o microambiente endoneural (VITERBO, FALEIROS, 2003).

O nervo periférico pode ser formado pela reunido de um ou mais fasciculos
nervosos, 0s quais séo envolvidos pelo epineuro. As trés estruturas de protecéo citadas
- 0 endoneuro, 0 perineuro e 0 epineuro - sao unidas por trabéculas de tecido
conjuntivo, mantendo a estrutura axonal firme, consistente e homogénea (SILVA,
1995Db).

De modo geral, os axdnios com diametro superior a 2 um sao recobertos ainda
por uma bainha lipidica — a bainha de mielina — sendo denominados fibras mielinicas. A
bainha de mielina é formada a partir das células Schwann, sendo que cada axbnio
relaciona-se com apenas uma destas células (SATO, 2005).

O conhecimento das consequéncias determinadas pelo trauma ao nervo é
fundamental para o esclarecimento das estratégias utilizadas na reparacdo nervosa

atual. As sequelas determinadas pela lesdo de um nervo periférico sao classificadas de
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acordo com o prejuizo estrutural determinado a ele, com a repercussao funcional
estabelecida e com a capacidade ou nao de regeneracao final (KINGHAN, TERENGHI,
2006).

A classificacdo do grau de leséo nervosa varia de acordo com o autor estudado e
também com o nivel de investigacdo utilizado no diagnostico. Seddon, em 1943,
segundo diversos autores, classificou as lesdes nervosas em trés tipos: neuropraxia,
axoniotmese e neurotmese (REIS, 2005).

A neuropraxia € caracterizada apenas pela presenca de lesdo na bainha de
mielina, com manutencéo da integridade dos demais elementos do nervo - sendo este
0 grau mais leve de lesdo nervosa de Seddon. A condugcdo do estimulo é
temporariamente prejudicada, determinando assim desde paralisia motora completa até
a perda de sensibilidade na area atingida. Como néo existe lesdo estrutural do axonio,
as chances de recuperacdo sdo elevadas — mesmo sem intervencdo cirurgica. Nos
casos de compressdo prolongada, pode-se identificar, no entanto, focos de
desmielinizacdo, nos quais o prejuizo € maior (MATTAR, 2003).

Na axoniotmese ha a interrupcdo na estrutura do axoénio, determinada por uma
seccao pontual. Nao ha, no entanto, lesdo no perineuro e no epineuro, 0s quais ficam
preservados. O tubo neural permanece intacto, com manutencdo da continuidade
anatdbmica do nervo. Ocorre a degeneracdo walleriana, porém com um bom
prognostico, sendo a recuperacao funcional possivel. A velocidade de conducao ainda
pode ser normal, se as fibras mais calibrosas estiverem integras, o que pode dificultar o
correto diagnéstico (MUELLER, 2008).

Na neurotmese temos a ruptura completa das estruturas do nervo, sendo o grau
mais importante de lesdo nervosa de Seddon. Ha interrupcéo total na transmissao dos
impulsos nervosos. Como ndo existe mais a continuidade do epineuro, ndo ha
possibilidade de regeneracdo sem intervengdo do microcirurgido. Mesmo utilizando as
mais apuradas técnicas terapéuticas disponiveis atualmente, a recuperagdo funcional
acaba sendo parcial, pois a perfeita continuidade dos feixes nervosos ndo é obtida e a
fibrose residual no ponto de reparo acaba por dificultar a progressdo do axdnio em
regeneracao (MATTAR, 2003; JUBRAN, WIDENFALK, 2003).

Diferentemente de Seddon, Sunderland, em 1951, classificou as lesGes dos
nervos periféricos em cinco graus, dependendo do comprometimento anatémico-
estrutural no nervo (MARTINS et al., 2005c). A lesé@o grau | € a neuropraxia de Seddon;

a lesé@o grau Il € aquela em que ocorre a disjuncéo axonal completa com degeneracéo
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axonal, sem a interrupcdo da lamina basal; a lesdo grau lll caracteriza-se pela
interrupcdo da lamina basal e disjuncdo axonal e endoneural; a lesdo grau IV é
caracterizada pela disjuncdo axonal, endoneural e perineural; e a lesdo grau V é
semelhante a neurotmese de Seddon (SATO, 2005).

Mackinnon (1989) sugeriu ainda a inclusao da lesdo grau VI, na qual varios graus
de les&o se combinam em um mesmo nervo.

Diferentemente do sistema nervoso central, os nervos periféricos tém, por suas
caracteristicas citologicas e fisiologicas, capacidade ampla de regeneracdo apds uma
reparacao microcirurgica (FROSTICK, YIN, KEMP, 1998). Este processo complexo
envolve varios fatores, como por exemplo, o tipo de neurbnio, tipo de lesdo, tamanho
do intervalo segmentar, a idade do paciente, a tensédo no local do reparo microcirdargico
e 0 método de reparo (MUELLER, 2008).

A partir da lesdo, diferentes modificacdes sao iniciadas no corpo celular, nos
segmentos proximal e distal ao trauma, no local da seccdo e nos 6rgaos inervados a
distancia (MARTINS et al., 2005a). Ha imediata retracdo dos cotos nervosos, derrame
externo de axoplasma, colapso das membranas axonais e perda de inervacdo do
orgao-alvo (SANTOS et al., 1998).

No corpo celular, imediatamente apos a lesdo, identifica-se uma série de
alteracbes com o objetivo de produzir proteinas relacionadas a regeneracdo do
citoesqueleto axonal. O processo, conhecido como cromatolise, caracteriza-se
histologicamente pelo ingurgitamento da célula, degeneracdo da substancia de Nissl,
migracao do nucleo do centro para a periferia e pelo aumento no volume do citoplasma
pelo incremento na producéo de acido ribonucléico (MARTINS et al., 2005a). Ha desta
forma, o favorecimento a sintese de proteinas do citoesqueleto — tubulina e actina —
fundamentais para a formacdo dos microtubulos e microfilamentos, necessarios para o
crescimento axonal (JUNQUEIRA, 1999).

Inicia-se entdo um processo degenerativo complexo, descrito em 1850 por
Augustus Waller e conhecido até hoje como degeneracédo walleriana. Tal evento tem o
objetivo de estabelecer um meio adequado para a regeneracdo axonal e acomete os
cotos distal e proximal da estrutura lesada (TERENGHI, 1999; MATTAR, 2003).

A degeneracdo walleriana é caracterizada sumariamente pelo recrutamento local
de macréfagos, tumefacdo e lise mitocondrial, desintegracdo dos microtubulos e
neurofilamentos, intumescimento axoplasmatico e progressiva fragmentacdo axonal
(HALL, 1997; FU, GORDON, 1998).
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No coto distal, a bainha de mielina é degradada e seus produtos estimulam as
células de Schwann a proliferarem dentro da lamina basal, formando as bandas de
Blingner, que guiam a regeneracdo dos axbénios em direcdo ao 6rgdo-alvo. O tubo
endoneural fica vazio a espera do axoplasma em regeneracao (REIS, 2005).

Alteracbes semelhantes sé@o evidenciadas no coto proximal: o axénio degenera
retrogradamente até o nodo de Ranvier mais préximo, onde se inicia o brotamento
axonal que progride em direcdo ao coto distal (TERENGHI, 1999; SILVA, 1995a). Em
situacdes extremas — dependendo da agressividade do evento - o processo de
degeneracéo pode atingir o corpo celular provocando a morte da célula por apoptose
(MARTINS et al., 2005a).

Nos casos em que ha sobrevivéncia do axénio, imediatamente apds a lesdo, ha o
desencadeamento de processo de crescimento intenso, no intuito de recuperacao da
inervacdo do o6rgdo-alvo (MUELLER, 2008). A regeneracdo nervosa € regida por
diversos mecanismos, sendo que um dos principais € o neurotropismo - caracterizado
pela habilidade de influenciar a maturacdo do nervo e sua regeneragdo direcional
propriamente dita (MACKINNON, 1989).

O neurotropismo — ou quimiotaxia — explica como o0 coto nervoso distal, em
degeneracdo, atrai as fibras do coto proximal em regeneracdo. Este processo é
possivel a partir da liberacdo dos FN capazes de atrair os axdnios em regeneracdo em
sua direcao (SILVA, 1995a). Os FN, fundamentais para a regeneracdo axonal, sao
secretados por células ndo neuronais proximas ao foco da lesdo - macréfagos, células
de Schwann e o proprio 6rgao-alvo (SILVA, 1995b).

Sob estimulo dos FN, algumas horas apdés a lesdo com abertura epineural,
identifica-se no coto nervoso proximal a formacédo do cone de crescimento: foco de
brotamento axonal multiplo, em ndmero muito superior ao nimero original presente no
fasciculo nervoso, no intuito de maximizar as chances de cada neurdnio atingir seu
orgdo-alvo (TERENGHI, 1999). No cone, detecta-se o crescimento de 50 a 100 brotos
axonais, sendo que cerca de cinco deles progridem até o 6rgédo-alvo a uma taxa de 1-2
mm por dia (KINGHAN, TERENGHI, 2006).

A partir destas informacdes entende-se que o0 processo de regeneracdo do nervo
periférico caracteriza-se sumariamente pela proliferacdo dos brotos axonais, através do
tubo endoneural vazio, com posterior progressdo em direcdo ao 6Orgdo-alvo, sendo
guiados e atraidos pelo processo quimiotaxico regulado pelos FN (KINGHAN,
TERENGHI, 2006).
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Com o crescimento dos brotos axonais em regeneracao e o consequente maior
contato destes com as células de Schwann se inicia a formagéo da bainha de mielina
ao redor dos axonios (FU, GORDON, 1998). H4 um aumento na atividade da fosfatase
lisossomal que determina a renovacdo acentuada no sistema de sintese protéica. Na
lamina basal pode ser identificado um aumento importante na sintese de colageno do
tipo 1V, proteoglicanos, laminina e fibronectinas, sendo que estas duas Ultimas
consideradas as responsaveis pelo alongamento axonal (MUELLER, 2008).

Para que 0 processo regenerativo se complete, o axdnio regenerado deve
reencontrar e reinervar seu oOrgao-alvo, que deve estar apto — livre de atrofia
proveniente de desnervacdo prolongada (MACKINNON; 1989). Apds o contato e a
concluséo do processo de regeneragdo, apenas um dos axdnios em crescimento ndo é
reabsorvido, permanecendo em contato com seu orgao-alvo (FU, GORDON, 1998).

Com o avancar da idade e a progressiva reducédo na disponibilidade dos FN, as
taxas de regeneragcdo axonal vao regredindo, fato evidenciado clinicamente pelos
melhores resultados ap0s reparos nervosos em criangas e jovens (MUELLER, 2008).

A recente compreensdo da importancia dos FN para o processo de regeneracao
nervosa indica que as terapias farmacoldgicas, utilizando FN exdgenos, tém grande
potencial de sucesso terapéutico no futuro (KINGHAN, TERENGHI, 2006). A obtencéao
de uma regeneracdo nervosa mais eficiente, com melhores resultados pés-operatérios,
passara pela modulacéo celular através dos FN, sendo que diversas linhas de pesquisa
estdo sendo desenvolvidas neste sentido (MARTINS et al., 2005a; LEVI-MONTALCINI,
CALISSANO, 2006). A busca atual é pela descoberta de elementos que incluidos na
rotina microcirdrgica utilizada corrigueiramente, potencializem ou acelerem a
regeneracao nervosa, facilitando a obtencédo de melhores resultados no pos-operatorio
(KINGHAN, TERENGHI, 2006; MARTINS et al., 2005a; VITERBO et al., 2009).

O reparo nervoso término-terminal classico (RNTT), realizado com neurorrafias —
utilizando fio microcirtrgico — continua sendo considerado a técnica “padrao-ouro” para
tratamento de lesGes de nervos periféricos. O RNTT é indicado principalmente para
situagcdes em que ocorra a interrupcao total da continuidade do nervo, sem perda de
tecido nervoso, tornando possivel a aproximacéo direta dos cotos lesados sem tensao
(LIU et al., 1999; LAGO et al., 2005).

Quando o RNTT néo pode ser realizado, como, por exemplo, no trauma em que
ha perda de um segmento do nervo ou quando o coto nervoso proximal ndo esta

disponivel ou ndo é identificado no transoperatério, 0 RNTL surge como excelente
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opcao (VITERBO et al.,, 1992; MUELLER, 2001; PAPALIA et al.,, 2001; ROVAK,
CEDERNA, KUZON, 2001; BERIS et al., 2007).

Desde a primeira descricdo de Ballance, em 1885, o RNTL vem sendo motivo de
debate e questionamentos na literatura. Ballance referiu bons resultados ao suturar o
coto distal do nervo facial, na face lateral violada do nervo espinhal acessorio, no intuito
de tratar um paciente com paralisia facial. Ballance preconizava a confec¢cdo de uma
abertura no epineuro - a janela epineural — para que o coto distal do nervo receptor
tivesse contato franco com o nervo doador (BALLANCE, BALLANCE, STEWART,
1903).

Posteriormente, autores como Kennedy & Sherren sugeriram alteragdes na
técnica, aprofundando ainda mais a incisdo no nervo doador, para que o contato entre
0s nervos fosse ainda maior, na tentativa de potencializar os resultados da técnica
(PAPALIA et al., 2007).

No entanto, devido aos resultados desfavoraveis publicados nos anos seguintes e
ao temor de que a confeccdo da janela epineural pudesse prejudicar o nervo doador, o
RNTL de Ballance passou o século XX praticamente esquecido, ndo sendo utilizado
pela maioria dos microcirurgides (BABCOCK, 1927). Somente a partir de 1992, com as
modificacdes propostas por Viterbo, é que o RNTL passou a ganhar novo destaque na
literatura (VITERBO, 1992).

Utilizando neurorrafias, Viterbo demonstrou experimentalmente, pela primeira vez,
a ocorréncia de regeneracao nervosa por meio de um RNTL com o epineuro intacto —
sem a “janela epineural’ de Ballance. Ele obteve sucesso ao suturar o coto distal de um
nervo lesado (nervo receptor) a superficie lateral de outro nervo integro (nervo doador),
comprovando que a integridade do epineuro ndo impedia o brotamento de axoénio a
partir do nervo doador (VITERBO, 1992). A técnica de Viterbo (RNTL sem janela
epineural), realizada com microssuturas, transformou todos os nervos periféricos em
potenciais doadores de axbnios (SATO, 2005).

Ao ndo confeccionar a janela epineural, Viterbo diminuiu a possibilidade de leséo
do nervo doador, uma das principais e recorrentes criticas ao RNTL de Ballance
(VITERBO et al., 1998; ZHAO, CHEN, CHEN, 1997; LUNDBORG, 1994). A morbidade
do procedimento foi reduzida, as indica¢cdes foram ampliadas, a realiza¢do técnica foi
facilitada e o tempo cirargico foi aprimorado (PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005;
HANINEC et al., 2007; MUELLER, 2001).
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O periodo de recuperacdo também se tornou mais curto, principalmente para
nervos motores, uma vez que a sutura nervosa pbde ser realizada préxima a regiao
afetada (PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005; HANINEC et al., 2007; ROBILLARD,
2002).

A literatura é rica em autores que confirmaram os achados de Viterbo e
enfatizaram os beneficios da técnica (LIU et al., 1999; PARDINI, FREITAS, PLENTZ,
2005; ROBILLARD, 2002; SAMII et al., 2006; MUELLER, 2001). O RNTL de Viterbo
passou entdo a ser aplicado no cotidiano cirargico e atualmente faz parte do arsenal
dos microcirurgides (AL-QATTAN, AL-THUNYAN, 1998; PONDAAG, GILBERT, 2008).

Diversos autores, no entanto, ndo conseguiram reproduzir a técnica com tamanho
sucesso, tecendo diferentes criticas ao procedimento (BERTELLI, GHIZONI, 2006;
KELLY et al., 2007; BERTELLI, GHIZONI, 2003; BARINI, 2002). Houve, por exemplo,
questionamentos quanto a qualidade da reinervacdo obtida com o reparo, indicando
uma obtencdo de indices de recuperacdo inferiores aos obtidos com o RNTT
(PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005; ROBILLARD, 2002; SATO, 2005; TARASIDIS et
al., 1997; TARASIDIS et al., 1998; PONDAAG, GILBERT, 2008; BATTISTON et al.,
2007).

Aspectos relacionados diretamente com a origem e com o destino do estimulo
nervoso também foram focos de questionamentos (HAYASHI et al., 2008). Estudos
também sugeriram que a area de correspondéncia anatdbmica cerebral poderia ser
alterada com o procedimento, trazendo possiveis prejuizos ao paciente (BARINI, 2002;
ROBILLARD, 2002; HAYASHI et al., 2008; CEDERNA et al., 2001).

Além disso, alguns autores ainda indicaram que o reparo de Viterbo também teria
chance de determinar prejuizo ao nervo doador, por trauma direto causado pelas
neurorrafias (PAPALIA et al., 2007; KELLY et al., 2007).

A partir destas criticas, diversos estudos afirmam que, pelos potenciais beneficios
do RNTL de Viterbo e pelas duavidas que ainda pairam sobre a técnica, pesquisas
adicionais devem ser realizadas, no intuito principal de propor solu¢cdes para minimizar
seus problemas e potencializar seus resultados (SAMII et al., 2006; ROBILLARD, 2002;
MATTAR, 2003; PONDAAG, GILBERT, 2008; BERTELLI, GHIZONI, 2003).

Neste sentido, iniciaram-se as pesquisas para definir o papel da CF no RNTL. Por
exigir microneurorrafias, o RNTL de Viterbo apresenta as mesmas desvantagens
referidas aos métodos que utilizam sutura no reparo nervoso: trauma local, formacao

de fibrose e granulomas, dificuldade técnica elevada em casos mais complexos, tempo
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cirargico prolongado, exigéncia de material microcirdrgico especifico e necessidade de
treinamento continuo do microcirurgido e sua equipe. Estas desvantagens, que acabam
por prejudicar o brotamento axonal término-lateral, poderiam explicar os resultados
insatisfatorios relatados por alguns autores e as referéncias de indices inferiores de
regeneracao axonal (MUELLER, 2001).

Atualmente a CF j& estd consolidada como alternativa segura no RNTT, sendo
gue diversos autores a preconizam como primeira-escolha (MORANDIN, ORTIZ, 1992;
ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006a; ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006b;
TORRES, GRACA, FARIAS, 2003; RADOSEVICH, GOUBRAN, BURNOUF, 1997).

O principal beneficio da CF em relacdo a sutura é a reducdo do trauma nervoso e
suas indesejaveis consequéncias (NISHINIRA, MCCAFFREY, 1989; LIU et al., 1999;
LAGO, 2005; PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005; MENOVSKY, BEEK, 2001,
FARRAG et al., 2007; LEE et al., 2003).

Além disso, alguns autores acreditam que a CF possibilite um maior alinhamento
das fibras nervosas, com consequente melhor taxa de regeneragdao axonal, melhor
velocidade de conducédo e maior amplitude de onda, determinando melhores resultados
(MARTINS et al., 2005a; MARTINS et al., 2005b; ZENG et al., 1994). Segundo varios
autores a técnica é ainda mais simples, rapida, barata e requer menor treinamento do
cirurgido (MENOVSKY, VAN GULIK, WESSELING, 2002; BUSATO, 2005; FARRAG et
al., 2007; CHUNZHENG et al., 2008).

As primeiras descricbes de adesivos a base de fibrina remontam do inicio do
século XX, quando Bergel (1909) desenvolveu um selante hemostatico de fibrina em
po; posteriormente Grey (1915) utilizou um adesivo de fibrina em neurocirurgias para
conter hemorragias.

Os primeiros relatos experimentais da utilizacdo de um adesivo com fibrinogénio
em reparos de nervos periféricos foram de Young & Medawar (1940), no entanto,
pouco se desenvolveu sobre a CF nos 30 anos seguintes, principalmente pela
dificuldade de obtencao do fibrinogénio.

Matras et al. (1972) iniciaram a producéo de CF com alto teor de fibrina em escala
comercial, entdo, a partir da década de 1980, com o0 avanco nas técnicas de isolamento
dos fatores de coagulagédo e aumento da concentracdo do fibrinogénio, a CF passou a
ser usada clinicamente com éxito em reconstru¢des de nervos periféricos, passando a
ser também utilizada em diversas especialidades médicas (LAGO, 2005; MENOVSKY,
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VAN GULIK, WESSELING, 2002; MATRAS, DINGES, MAMOLI, 1973; BUSATO, 2005;
MATTAR, CHO, GRILLO, 2005; MATTAR et al., 1990).

Os adesivos bioldgicos utilizados atualmente sdo compostos concentrados de
proteinas plasmaticas humanas, apresentando altos teores de fibrinogénio, fibronectina
e fator Xlll da coagulacdo (HERTER, 1989).

De acordo com a apresentacdo, ap0s seu preparo, a CF contém
aproximadamente 70-110mg de fibrinogénio, 2-9mg de fibronectina, 10-50Ul de fator
XIlI, 40-120ug de plasminogénio, 3.000KIU/ml de aprotinina (bovina), 500Ul de
trombina e 40mmol de cloreto de calcio (BUSATO, 2005; MATTAR, CHO, GRILLO,
2005).

Grande parte das CF comercializadas atualmente consiste em um pool
criopreciptado de fibrinogénio, obtido basicamente pela centrifugacdo do sangue de
multiplos doadores, dos quais se retira o plasma sobrenadante, rico neste componente.
O emprego da CF é realizado no ponto de reparo nervoso por meio de uma seringa
propria, com duplo limen, que relne os compostos e ativa sua funcdo selante
(MENOVSKY, BEEK, 2001). Apés sua aplicacédo, ocorre a formacdo de uma massa
branca e elastica, com caracteristicas semelhantes a um coagulo sanguineo normal,
gue sela as estruturas envolvidas (MUELLER, 2001).

O efeito selante baseia-se na reproducdo do estagio final da cascata da
coagulacéo, onde o fibrinogénio é segmentado em mondémeros de fibrina, pela acdo da
trombina em uma protedlise. Os monémeros de fibrina formam entéo ligacdes cruzadas
entre si, pela acdo do fator Xlll e ion célcio, sofrendo polimerizagdo, formando os
coagulos estaveis com propriedades adesivas (GOSK et al., 2006; FARRAG et al.,
2007).

O processo de cicatrizagdo tem inicio imediato com o depdsito de fibrina e
fibronectina no sitio da lesdo. Em resposta, fibroblastos dos tecidos adjacentes se
proliferam e migram para o local da injdria, produzindo principalmente colageno tipo | e
células da matriz extracelular, que serdo depositados no local lesado (FURLAM, 1988).

Os fibroblastos se transportam, ao longo das fibrilas, pela matriz da fibronectina,
influenciados pelo gradiente quimiotaxico (HSIEH, CHEN, 1983). Quanto melhor a
conexdo das fibrilas de fibronectina, maior sera o nimero de fibroblastos atingindo o
local lesado. Além disso, 0s queratindcitos lesionados, expostos no local, sdo capazes
de depositar uma matriz provisoria, com expressao de receptores de superficie celular,

que facilitam ainda mais a migracao das células (CLARK, 1990).
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A fibronectina liga-se especificamente a fibrina, por meio de uma reacéo covalente
da cadeia alfa da ultima com o fator XIlI ativado (MATSUKA, MIGLIORINI, INGHAM,
1997). H& também um aumento da taxa de replicagdo e disseminacdo dos
queratinécitos, fendmeno inibido por acdo da fibrina quando nédo ha fibronectina. O
adequado padrédo de conexdo dessas fibrilas € fundamental para a recuperacao da
lesdo nervosa (WEISS et al., 1998).

O metabolismo fisioldgico do coagulo, que ocorre em seguida, inclui a degradacao
da fibrina pela plasmina e sua fagocitose pelos macrofagos. Apds algumas horas da
formacéo do coagulo, ocorre a proliferacédo de fibroblastos e a migracéo de granuldcitos
e macrofagos. ApOs cerca de trés dias, € iniciada a reabsor¢cdo do coagulo pelos
macréfagos e a neovascularizagdo. Transcorridos aproximadamente quatorze dias, o
coagulo apresenta-se plenamente organizado (SHEKARRIZ, STOLLER, 2002).

Alguns autores relataram no passado, certa restricdo ao uso da CF devido a
existéncia tedrica da possibilidade da transmissdo de doencgas, visto que a CF utilizada
comercialmente, provém de varios doadores, sendo obtida a partir de plasma humano
(MUELLER, 2001; SURI, MEHTA, SARKAR, 2002; CHEM, 2003).

Os meétodos de inativagdo viral em uso apresentam, em estudos in Vvitro,
evidéncias suficientes de seguranca, sendo importante salientar que ndo hé registro na
literatura de transmissao viral por meio da CF (SATO, 2005; BUSATO, 2005;
RADOSEVICH, GOUBRAN, BURNOUF, 1997). Greenhalgh et al. (1999)
acompanharam 34 pacientes, vitimas de queimaduras, que foram expostos a grandes
quantidades de CF. Titulos do virus da imunodeficiéncia humana; hepatite A, B e C;
virus Epstein-Barr; e citomegalovirus obtidos antes e ap6s 1 ano de tratamento foram
avaliados, ndo sendo evidenciada a soroconversao em nenhum paciente.

A partir das ressaltadas vantagens da CF em RNTT e da necessidade do
desenvolvimento de alternativas para a potencializacdo dos resultados do RNTL de
Viterbo, passou-se a avaliar seu papel no reparo.

Como ja foi ressaltado, em estudo prévio, o presente autor obteve reinervacao no
coto distal do nervo fibular ao realizar RNTL com CF na face lateral do nervo tibial —
sem a utilizacdo de microssuturas. O sucesso do procedimento foi confirmado em
testes de fungcdo e posterior andlise morfolégica (NUNES E SILVA, 2008). Apesar do
éxito do experimento, a contagem de axbnios regenerados foi inferior a do grupo
controle, evidenciando a necessidade do aprimoramento da técnica para a

potencializacdo dos resultados (SANTOS et al., 1998).
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Em um estudo experimental com metodologia e delineamento semelhantes,
Mueller (2001) também obteve regeneragdo axonal — confirmada pela histologia - ap6s
realizar RNTL com CF. A autora também comparou os indices de regeneragdo axonal
da técnica com os indices obtidos com o RNTL de Viterbo (com microssuturas),
obtendo resultados semelhantes entre eles.

Samii et al. (2006) utilizaram com sucesso o0 RNTL com CF para o tratamento de
um paciente com lesdo no nervo facial durante uma cirurgia de schwannoma vestibular.
Reis (1999) também obteve crescimento axonal apds unir enxerto de nervo sural a face
lateral do nervo vago com CF.

Os questionamentos existentes quanto ao RNTL com suturas também existem
quanto ao RNTL com CF. Bertelli et al. (1996) relataram regeneracdo axonal
insatisfatoria ao realizarem o RNTL com CF em nervos do membro superior de ratos.
Sato (2005) seguindo a mesma metodologia, também n&do obteve sucesso com a
técnica.

A existéncia de resultados contraditorios descritos na literatura associados a
relevancia do tema e as possibilidades abertas pela realizacdo do RNTL com CF
justificam a realizacdo de mais estudos sobre o tema (SATO, 2005; SAMII et al., 2006).

Uma alternativa descrita na literatura para aumentar os indices de regeneragao
NOS reparos nervosos seria sua associagdo com o FCN (FU, GORDON, 1998;
VITERBO et al., 2009). Em RNTT, sua utilizacdo apresenta resultados animadores,
mas ainda considerados preliminares (FU, GORDON, 1998; CHUNZHENG et al., 2008;
JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al., 1994).

A utilizacdo da CF como carreadora do FCN ja foi descrita com sucesso (HUANG
et al., 2003; CHEM, 2003; BHANG et al., 2007), mas a potencializacdo do brotamento
axonal a partir do nervo doador integro, ap6s um RNTL realizado com CF contendo
FCN, ainda n&o foi testada.

Os FN formam um amplo e variado grupo de polipetideos com acbes
semelhantes: a regulacdo neuronal positiva, incluindo o desenvolvimento, a
sobrevivéncia, a manutencdo e a regeneracdo axonal pos-trauma (FROSTICK, YIN,
KEMP, 1998; FU, GORDON, 1998).

O trauma nervoso desencadeia uma complexa cadeia de eventos que resultardo
na sintese acelerada dos FN, no intuito direto de potencializacdo do crescimento
axonal (LEVI-MONTALCINI, 1987; HOLTZMAN, MOBLEY, 1994). A partir da

degeneracédo walleriana e da proliferacdo das células de Schwann, os FN secretados
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se ligam a receptores especificos na membrana axonal e sdo interiorizados e
transportados retrogradamente pelo axénio até o corpo do neurbnio, onde
desempenham os ja referidos efeitos de promocdo a sobrevivéncia e a manutencao
neuronal (CUI et al., 2007).

De acordo com suas caracteristicas, os FN séo divididos em diferentes grupos: as
neurotrofinas, as citocinas neuropoiéticas, o fator de crescimento tipo insulina | e Il, o
fator de crescimento fibroblastico acido e basico, entre outros (CHENG et al., 1995; YIN
et al., 2001).

Segundo diversos autores, o grupo das neurotrofinas é o mais relacionado com o
desenvolvimento axonal pos-trauma (MARTINS et al., 2005a). As neurotrofinas tém
papel fundamental no desenvolvimento do SNP, na plasticidade sindptica no adulto e
na regeneracdo de nervos lesados (MENOVSKY, BEEK, 2001). Por estas
caracteristicas, as neurotrofinas vém sendo consideradas como potenciais alternativas
terapéuticas para desordens do SNP no futuro (SONG et al., 2008).

A neurotrofina de maior destaque na literatura € o FCN. Os estudos sobre a
regeneracao nervosa sofreram uma verdadeira revolugcéao a partir de 1951, quando da
descoberta do FCN (PU et al., 1999; TERENGHI, 1999; MARCOL et al., 2004; ROSS,
1991). A primeira descricdo do FCN foi realizada por Levi-Montacini e lhe valeu o
prémio Nobel em 1986 (LEVI-MONTALCINI, 1952; LEVI-MONTALCINI, 1987).

Atualmente o FCN é considerado um importante neuroprotetor e
neuroestimulador, sendo fundamental para a sobrevivéncia e para a regeneracao de
axbnios sensitivos e motores apo6s traumas (LUNDBORG, 1994). O FCN é capaz de
aumentar a atividade mitética celular, facilitando a maior incorporacdo de aminoacidos
e a consequente maior e mais rapida regeneracdo das células do SNP (CUELLO,
1997).

Como as demais neurotrofinas, a sintese do FCN é muito alta durante o
desenvolvimento e cai de forma abrupta com a maturidade. Entretanto, apos a leséo
nervosa, a producao eleva-se consideravelmente, atingindo o pico maximo em 24hs e
mantendo-se elevada por pelo menos quinze dias (KINGHAN, TERENGHI, 2006).

A sintese do FCN é realizada principalmente pelas células de Schwann proximas
a zona afetada pelo trauma, sendo regulada principalmente pela perda de contato entre
0s cotos axonais (SANTOS et al., 1998). O aumento da secrecédo do FCN estimula, por

contrarregulacdo positiva, a propria multiplicacdo das células de Schwann,
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desencadeando um processo ciclico que potencializa temporariamente a regeneracéo
axonal (TERENGHI, 1999).

O FCN liga-se a receptores neuronais especificos e € apresentado ao corpo
axonal via transporte retrogrado, onde exerce influéncia trofica e de sobrevivéncia
(ROSS, 1991). No corpo celular, esta neurotrofina também inibe a acdo das enzimas
denominadas caspases e proteinas pro-apoptoticas, promotoras da apoptose neuronal,
mediante reacdes de fosforilagdo (LEVI-MONTALCINI, 1987).

O FCN contribui ainda para o influxo de elementos ndo neuronais nas fases
iniciais do processo de regeneracdao, facilitando, desta forma, a formacao das pontes
de fibrina, que guiam a progressao axonal e sua posterior mielinizacdo (DERBY et al.,
1993).

O FCN tem também a capacidade de atrair os ax6nios em regeneracao em
direcéo ao coto distal por quimiotaxia ou neurotropismo, constituindo-se como elemento
decisivo no processo de crescimento nervoso pés-trauma (SILVA, 1995a). Holtzman &
Mobley (1994) referiram que o mecanismo real de propagacéo retrégrada do FCN — do
axonio terminal ao corpo do neurdnio — ainda esta por ser completamente estabelecido.
Cui et al. (2007) fizeram consideracfes semelhantes e estimularam a realizacdo de
mais estudos sobre o tema.

O FCN é um polipeptideo com 118 aminoacidos, com proteinas de trés
subunidades, sendo a forma ativa a subunidade beta. Sua acdo € dada a partir da
afinidade por pelo menos dois receptores da superficie do axénio, principalmente na
regido do cone de crescimento no processo de regeneragdo pos-trauma: o p75 e o
tirosinaquinase A (trkA) (SANTOS et al., 1998; PU et al., 1999).

O receptor especifico p75 se liga ao FCN em baixa afinidade, modulando sua
acdo sem que seu mecanismo de acdo tenha sido completamente determinado
(HOLTZMAN, MOBLEY, 1994). O receptor especifico trkA aparentemente ativa o FCN
através da autofosforilacdo, iniciada pela trkA-quinase. Em seguida, ha a ativagéo da
fosfolipase C e da fosfatidilinositol 3-quinase, gerando segundos mensageiros, que
propagam o sinal do FCN (BLOCH et al., 2001; ROSS, 1991).

Segundo Terenghi (1999), apds o trauma nervoso, ha morte imediata de 20-40%
nos neurdnios, provavelmente pela interrup¢do no suprimento retrégrado de FCN e por
apoptose em resposta a agressao. Com a lesdo axonal, hd também uma importante
reducdo na disponibilidade dos receptores axonais p75 e trkA, o que acaba por

dificultar a atuacéo do FCN no foco lesional (ZENG et al., 1994).
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Acredita-se que, de modo geral, os niveis de FCN disponiveis na regido
traumatizada nao séo suficientes para compensar a injuria determinada pelo trauma e a
importante reducdo na disponibilidade de seus receptores especificos (TERENGHI,
1999). Para estes casos, segundo diversos autores, a administracdo de FCN exdgeno
em um reparo nervoso pode determinar a melhoria dos resultados pds-operatorios,
facilitando o crescimento axonal e a mielinizacdo (CHUNZHENG et al., 2008; SANTOS
et al., 1998; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al, 1994; PU et al, 1999; BLOCH et
al, 2001; TERENGHI, 1999; DERBY et al., 1993; BHANG et al., 2007; LEE et al., 2003;
LIUZZI, TEDESCHINI, 1991; ROSS, 1991).

Em seus relatos iniciais, Levi-Montacini (1952) demonstrou que sarcomas de ratos
provocavam importante hipertrofia em ganglios simpéticos e da raiz dorsal, assim como
inervacao excessiva de diversos orgaos distantes ao tumor (HOLTZMAN, MOBLEY,
1994). Estes achados levaram a pesquisadora a imaginar que as células neoplasicas
liberavam algum tipo de substancia que promovia o crescimento axonal.

Em seus estudos posteriores, a autora comprovou que o mesmo efeito positivo,
quanto ao crescimento axonal, ocorria ao se transplantar os sarcomas para embrides
de frango (LEVI-MONTALCINI, 1952). Mais tarde, isolou e purificou o material, dando
origem as primeiras amostras do, agora chamado por ela, FCN (LEVI-MONTALCINI,
1987).

A partir da identificacdo do FCN e de seu isolamento, iniciou-se uma intensa
busca por alternativas para sua sintese. Cohen et al. (1954) descreveram a obtencao
do FCN a partir dos sarcomas de ratos tipo 37 e 180. Alguns autores descreveram
também a obtencédo de FCN a partir de veneno de cobra (Bothrops jararaca e Crotalus
adamanteus) (LEVI-MONTALCINI, COHEN, 1956; ZANINI, ANGELETTI, LEVI-
MONTALCINI, 1968).

Posteriormente, Levi-Montalcini & Cohen (1960) descreveram a obtencdo de FCN,
em maior quantidade e em maior concentragao, a partir da porcéo tubular da glandula
salivar submaxilar de ratos adultos. A partir de entédo, o chamado FCN salivar foi 0 mais
utilizado em estudos cientificos (LEVI-MONTALCINI, 1965; CUI et al., 2007; ZENG et
al., 1994; LEVI-MONTALCINI, COHEN, 1956; COHEN, LEVI-MONTALCINI, 1956).

Segundo Aloe et al. (1986), as glandulas salivares submaxilares dos ratos
sintetizam e liberam grandes quantidades de FCN, principalmente em momentos de
estresse. O FCN salivar apresenta agregados moleculares extensos, resultando da
interacdo com outras proteinas (ZANINI, ANGELETTI, LEVI-MONTALCINI, 1968). O
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processo de obtencdo do FCN salivar pode ser realizado a partir do chamado
procedimento de Cohen, detalhadamente descrito no estudo de Zanini et al. (1968).

A partir da publicacdo dos potenciais beneficios do FCN, diversos estudos foram
delineados, no intuito de definir as variaveis envolvidas na sua utilizacédo (REIS, 2005;
HOLTZMAN, MOBLEY, 1994). O uso clinico do FCN vem sendo avaliado
positivamente em diversas doengas — como, por exemplo, na Doenca de Alzheimer, na
Doenca de Parkinson e na Esclerose Lateral Amiotréfica (LEVI-MONTALCINI,
CALISSANO, 2006).

Em relacdo aos reparos nervosos, apesar dos bons resultados descritos na
literatura, a aplicabilidade do FCN ainda ndo foi completamente estabelecida
(HOLTZMAN, MOBLEY, 1994). Segundo Fu & Gordon (1998), apesar das extensas
evidéncias comprovando os efeitos diretos do FN em reparos nervosos in vitro, mais
estudos in vivo sdo necesséarios para difundir sua utilizagdo clinica. Kingham &
Terenghi (2006) reforcaram esta necessidade.

Diversos autores relataram a potencializacdo da regeneracdo nervosa, poés-
axoniotomia, ao instilarem FCN em RNTT realizados com neurorrafias (LIUZZI,
TEDESCHINI, 1991; SONG et al., 2008; CHUNZHENG et al., 2008; SANTOS et al.,
1998; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al., 1994; PU et al., 1999; BLOCH et al.,
2001; TERENGHI, 1999; DERBY et al., 1993; BHANG et al., 2007; MARCOL et al.,
2004; LEE et al., 2003; HUANG et al., 2003; KINGHAN, TERENGHI, 2006; MARTINS
et al., 2005a; LEVI-MONTALCINI, 1987). Além do crescimento axonal acelerado, os
autores também referem que o FCN é capaz de estimular a migracdo de células ndo
neuronais e aumento importante na angiogénese, contribuindo para a potencializacao
do processo regenerativo (REIS, 2005; ALOE et al., 1986; CHEM, 2003).

No entanto, recrudescendo o debate sobre as reais indicacbes do método, Marcol
et al. (2004) ndo conseguiram comprovar a acao neuroprotetora e neuroestimuladora
do FCN em nervos ciéticos lesados de ratos.

Segundo alguns autores, a dificuldade na utilizacdo do FCN estaria em apresenta-
lo no local da neurorrafia, na quantidade adequada e no tempo necessario para que o
mesmo atue com sucesso (CAPLAN, TIAGCO, TERZIS, 1999). Atualmente, o grande
questionamento esta na definicdo do método ideal para a aplicacdo do FCN no reparo
nervoso (TERENGHI, 1999). Segundo Kingham & Terenghi (2006), o avan¢co nos
meétodos de infusdo dos FCN podera viabilizar o uso clinico destes agentes com

sucesso no futuro.
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Song et al. (2008) referiram que as neurotrofinas aplicadas sistemicamente nao
atingem os tecidos nervosos lesados em quantidades terapéuticas adequadas,
inviabilizando a aplicagdo clinica do FCN por esta via.

Em estudos experimentais em ratos, bombas osmoéticas de infusdo ja foram
utilizadas com sucesso na tentativa de aplicar o FCN no reparo nervoso por tempo
prolongado e em doses mantidas (KINGHAN, TERENGHI, 2006). Todavia este método
tem pouca aplicabilidade clinica, pelos riscos e morbidades do procedimento (SONG et
al., 2008).

Outras opc¢Oes descritas no passado como promissoras - bombas de injecao
sistétmica de implantagcdo subcutanea ou intraperitoneal - foram descartadas
clinicamente também pela morbidade potencial (TERENGHI, 1999). Da mesma forma,
a administracdo direta do FCN no reparo nervoso, através de multiplas aplicacdes,
recebeu muitas criticas, estando distante da opc¢éo ideal (SONG et al., 2008).

Uma alternativa promissora é a aplicacdo do FCN tendo como meio de carreador
a CF (MENOVSKY, VAN GULIK, WESSELING, 2002; HUANG et al., 2003; BHANG et
al., 2007). Segundo Bhang et al. (2007), uma das grandes vantagens de utilizar-se a
CF como carreadora do FCN é que este pode ser injetado atraves de agulha em
aplicacdo unica, evitando-se séries de cirurgias invasivas.

Todavia, poucas publicacbes estdo disponiveis sobre o tema e a duvida ainda
persiste (CHUNZHENG et al., 2008; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al., 1994,
CHENG et al.,, 1998; BHANG et al., 2007; CHEM, 2003). Avaliando RNTT, alguns
autores apostaram na ac¢do sinérgica dos dois componentes, acreditando que a CF
manteria o FCN ativo por mais tempo, gradualmente liberando-o no reparo nervoso
(CHUNZHENG et al., 2008; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al., 1994; CHENG
et al., 1998; BHANG et al., 2007).

Soluc¢des com fibrinogénio, j& foram utilizadas com sucesso para aumentar a
duracdo da acdo do FCN (LEE et al., 2003). Bhang et al. (2007) demonstraram
experimentalmente que a CF é capaz de manter o FCN ativo por cerca de 14 dias em
RNTT. Daunois & Sebille (1991) relataram aumento significativo na regeneracéao axonal
de nervos ciaticos de ratos ao realizarem o RNTT com a associacdo de CF e fatores
neurotroficos.

Zeng et al. (1994), avaliando a associacdo de CF contendo FCN em RNTT,
obtiveram resultados superiores aos grupos em que utilizaram apenas CF ou apenas

sutura. Cheng et al. (1995) utilizaram com sucesso a CF como veiculo carreador do
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fator neurotrdfico, referindo que a CF permitiu a implantacdo das moléculas tréficas no
tecido nervoso.

Yin et al. (2001) relataram significativo aumento na contagem de axdnios
regenerados, maior diametro axonal e maior espessura da bainha de mielina apos
RNTT realizados com CF e FCN. Em seguida, autores como Jubran & Widenfalk
(2003) também relataram excelentes resultados com a técnica. Taylor et al. (2006)
obtiveram aumento no brotamento axonal ao utilizarem fator neurotréfico em uma base
de solucéao com fibrina em RNTT.

Chunzheng et al. (2008) referiram que a associacdo de CF com FCN, em RNTT,
determinou indices de regeneracdo axonal superiores aos grupos sem FCN. Segundo
estes autores, a CF impediu a degradacéo imediata do FCN, liberando gradualmente a
partir da absor¢éo do adesivo (CHUNZHENG et al., 2008).

No tocante a realizacdo de RNTL com CF, contendo FCN, ndo foram encontradas
publicacdes apds revisdo sistemética da literatura, nas bases de dados do Medline e
LILACS.

O conjunto de duvidas e questionamentos envolvendo o RNTL de Viterbo, o RNTL
protegido, realizado com CF, e a possivel potencializacdo de seus resultados ao
associar-se o FCN justifica a realizagdo de mais estudos sobre o0 assunto.

Segundo Reis (2005), comprovar o sucesso dos FN nos reparos nervosos pode
abrir grandes e novas perspectivas para a microcirurgia, justificando investigacdes
sobre o tema. Segundo Levi-Montalcini & Calissano (2006), a grande evolucdo nos
conhecimentos sobre o FCN nos ultimos anos e os grandes desafios enfrentados pela
medicina do século XXI colocam o estudo do tema em destaque.
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4 — MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comissdo de FEtica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) sob o protocolo numero
246/2009 (Anexo A).

No estudo foram utilizados 72 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), linhagem
Wistar, adultos jovens, com idade entre 130 e 150 dias, provenientes do Biotério da
UFMS.

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE) da
Faculdade de Medicina da UFMS, no periodo de dezembro de 2009 a julho de 2010 e
seguiu a linha de pesquisa desenvolvida pelos orientadores do estudo.

Antes do procedimento, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo
de sete dias no LCE da UFMS. O manejo dos animais seguiu normas internacionais de
conduta em laboratdrio experimental (NHI PUBLICATION, 1985).

Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno, adequadas para a espécie
(50X40 cm), com trés animais por caixa; recebendo racdo propria para a espécie
(Nuvilab ®, Nuvital Nutrientes Prod. Vet. LTDA — Curitiba — PR) e agua a vontade.
Permaneceram em ambiente controlado, em ciclos claro/escuro de 12 horas, com
temperatura estavel (23+1°C) mantida por ar condicionado sem restricbes na
movimentacao. Os dejetos e as caixas dos animais foram substituidos a cada 48 horas.

Cada animal foi pesado em balanca de precisao (Precision ®, PR 1000 Nucleo)
e identificado, por meio de tatuagem na cauda, tendo seus dados anotados em planilha
(Anexo B). Em seguida, por meio de sorteio, os animais foram distribuidos em seis

grupos (A a F), com 12 animais em cada (Figura 1).
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72 Ratos
Wistar

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F

n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12

Controle Seccao do RNTL com RNTL com RNTL com RNTL com
Nervo Fibular Sutura Sutura + FCN Cola Cola + FCN

Figura 1 - Representacdo esquematica dos grupos do estudo.
Legenda: RNTL: reparo nervoso término-lateral; Cola: cola de fibrina; FCN: fator de crescimento
nervoso.

4.1 - TESTE DE MARCHA

Imediatamente apds a distribuicAo nos grupos, cada animal foi submetido a
andlise da funcdo motora, por meio do teste de marcha, seguindo a metodologia
classica proposta por Medinaceli.

Neste teste, o animal foi colocado para caminhar em um corredor de madeira,
com 11,5 x 55 cm, com acesso a um ambiente escuro, especialmente projetado para a
avaliacdo da marcha no modelo experimental em estudo. Sobre o corredor, foi
colocada uma lamina de cartolina. O animal teve suas patas traseiras pintadas com
azul de metileno e, ao caminhar, deixou impressas suas pegadas na cartolina (LAGO,
2005; OGUN et al., 2003; MEDINACELI, QUACH, DUCHEMIN, 1982; RAMOS, 2009).

4.2 - PROCEDIMENTO CIRURGICO EXPERIMENTAL

No segundo dia do estudo, os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico experimental. Cada rato foi separado dos demais e levado para uma nova
sala onde o procedimento foi realizado (CHEM, 2003).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina, na dose de 50mg/kg

(Laboratério Fort Godge, USA) e cloridrato de xylazina, na dose de 3mg/kg (Laboratério
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Burs Veterinary Supply, USA), por inje¢cdo intramuscular no membro pélvico direito
(MPD) (MUELLER, 2001; FARRAG et al., 2007).

Apbs a obtencgdo do plano anestésico, procedeu-se a raspagem dos pelos da face
lateral do membro pélvico esquerdo (MPE) com lamina de barbear. Em prancha
cirdrgica (30x35cm), os animais foram posicionados em decubito lateral direito e
fixados por meio de fitas adesivas.

Realizou-se a antissepsia da regido, com solucdo degermante de
polivinilpirrolidona-iodo (Povidine®), e a colocacdo de campo estéril fenestrado (DE
VRIES et al., 2002).

O procedimento foi realizado utilizando material de microcirurgia e lupa (Design
For Vision®), com aumento de seis vezes (GIGO-BENATO, DAVILENE, 2010). A
cirurgia para acesso ao nervo fibular foi realizada por meio de inciséo longitudinal na
face supero-lateral do MPE do animal, com aproximadamente quatro centimetros de
comprimento (LIU et al., 1999; MARTINS et al., 2005a; HAYASHI et al., 2004).

Em seguida, realizou-se a abertura por planos, com divulsdo dos muasculos biceps
femoral e glateo, até a localizacdo do nervo ciatico e dos seus ramos terminais: nervo
tibial, fibular e cutdneo caudal da sura (ou sural) (LAGO, 2005; GRECCO, LEITE,
ALBERTONI, 2003; MUELLER, 2008).

Neste momento, os animais do grupo A foram mantidos apenas em observacéo,

sendo considerados o grupo controle de normalidade (Figura 2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Vries%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Vries%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hayashi%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus�
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=GRECCO,+MARCO+AURELIO+SERTORIO�
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=LEITE,+VILNEI+MATTIOLI�
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Figura 2 — Fotografia do transoperatério de animal do Grupo A, no qual o nervo fibular ndo foi
seccionado. De forma ilustrativa, o nervo fibular — identificado pela seta branca - esta sendo tracionado
pelo fio preto.

Os animais dos demais grupos tiveram o nervo fibular dissecado e, a 5 mm de
sua origem no nervo ciatico, seccionado transversalmente, com microtesoura, gerando
dois cotos nervosos (proximal e distal) (ROBILLARD, 2002).

O coto proximal foi curvado, em um angulo de aproximadamente 100°, e fixado,
com um ponto simples com poliamida 7.0, na musculatura abdutora, com o objetivo de
evitar um reparo ao acaso (MUELLER, 2001; VITERBO et al., 1998).

No grupo B, o coto distal do nervo fibular fixado na musculatura abdutora da coxa,

com um ponto simples com poliamida 7.0, distante do seu coto proximal (Figura 3).
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Figura 3 — Fotografia do transoperatério de animal do Grupo B, no qual o nervo fibular — identificado pela
seta branca - foi apenas seccionado, sem a realizacdo de reparo nervoso.

No grupo C, o coto distal do nervo fibular foi submetido ao RNTL (sem janela
epineural), na face lateral do nervo tibial, a aproximadamente 5 mm de sua origem,
utilizando-se dois pontos de poliamida 10.0, conforme técnica descrita por Viterbo
(1992) (Figura 4).
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Figura 4 — Fotografia do transoperatério de animal do Grupo C, no qual foi realizado o RNTL do nervo
fibular no nervo tibial, utilizando-se suturas (RNTL de Viterbo). De forma ilustrativa, o nervo fibular ja
reparado e identificado pela seta branca, esta sendo tracionado inferiormente pelo fio azul.

No grupo D, o coto distal do nervo fibular foi submetido ao RNTL de Viterbo,
utilizando-se dois pontos de poliamida 10.0 associados a 2,5 ug de FCN (Recombinant
Beta-NGF — Peprotech, Rocky Hill,NJ), conforme técnica descrita por Jubran &
Widenfalk, em 2003. (Figura 5 e 6) (Anexo C).

No grupo E, o coto distal do nervo fibular foi submetido ao RNTL protegido,
utilizando-se apenas CF (Tissucol®, Baxter AG, Viena, Austria), conforme técnica
descrita por Mueller, em 2001. Seguindo as orientacfes do fabricante, 20 ul da CF
foram aplicados na regido do reparo, sendo esta mantida imovel por 30 segundos
(ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006b; TORRES, GRACA, FARIAS, 2003; JUBRAN,
WIDENFALK, 2003) (Figura 7 e 8) (Anexo D).

No grupo F, o coto distal do nervo fibular foi submetido ao RNTL protegido,
utilizando-se CF (Tissucol®, Baxter AG, Viena, Austria) (MUELLER, 2001) associada a
2,5 ug do FCN (Recombinant Beta-NGF — Peprotech, Rocky HillNJ) (JUBRAN,
WIDENFALK, 2003) (Figura 9).
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Figura 5 — Fotografia do transoperatério de animal do Grupo D, no qual foi realizado o RNTL do nervo
fibular no nervo tibial, utilizando-se suturas associadas ao FCN. De forma ilustrativa, o nervo fibular, ja
reparado e identificado pela seta branca, esta sendo tracionado inferiormente pelo fio azul.

Figura 6 — Fotografia do FCN utilizado no experimento.
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Figura 7 — Fotografia da CF utilizada no estudo.

Figura 8 — Fotografia do transoperatdrio de animal do Grupo E, no qual foi realizado o RNTL do nervo
fibular no nervo tibial, utilizando-se apenas CF. A seta branca identifica o reparo realizado.
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Figura 9 — Fotografia do transoperatério de animal do Grupo F, no qual foi realizado o RNTL do nervo
fibular no nervo tibial, utilizando-se CF contendo FCN. A seta branca identifica o reparo realizado.

A Figura 10 demonstra aspecto do trans-operatério de animais dos grupos E e F,
demonstrando que a tragdo submetida ao nervo fibular, logo apdés a realizacdo do

reparo, ndo determinou o afastamento dos cotos nervosos.

Figura 10 — Fotografias ilustrativas do transoperatério de animais submetidos ao RNTL com CF,
demonstrando a resisténcia do reparo a tragdo inferior realizada com o fio azul — identificado com a seta
branca.
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Em seguida, em todos os animais, realizou-se a sutura da pele com pontos
continuos com fio monofilamentar de poliamida 4-0.

O membro pélvico direito (MPD) nédo foi submetido a intervencédo cirdrgica em
nenhum animal.

Com o término do procedimento, os animais foram recolocados nas gaiolas e
acompanhados diariamente.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados pela mesma equipe cirdrgica.

A Figura 11 apresenta aspectos da sequéncia cirargica empregada no
experimento e a Figura 12 retune de forma didatica os grupos em estudo.
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Figura 11 - Fotografias ilustrativas do transoperatério de animais submetidos ao experimento,
identificando-se a sequéncia cirdrgica. 1: anatomia dos nervos em estudo; 2: identificacdo do nervo
fibular (fio preto) e nervo sural (fio azul); 3: sec¢do do nervo fibular com microtesoura; 4: cotos nervosos
separados ap0ds a secc¢do do nervo fibular; 5: fixacdo do coto nervoso proximal; 6: fixagcdo do coto distal -
grupo B; 7: RNTL com sutura — grupo C; 8: RNTL com sutura e FCN — grupo D; 9: RNTL com CF —
grupo E; 10: RNTL com CF contendo FCN — grupo F.
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Figura 12 — Grupos em estudo. A: Grupo A - grupo controle; B: Grupo B — seccdo do nervo fibular sem
reparo; C: Grupo C — RNTL com sutura; D: Grupo D — RNTL com sutura associado com FCN; E: Grupo
E — RNTL com CF; F: Grupo F — RNTL com CF contendo FCN.

4.3 — ACOMPANHAMENTO DA FUNCAO MOTORA
O teste de marcha — ja realizado no inicio do estudo - foi repetido com 30, 60 e 90

dias ap6s o procedimento cirdrgico, com o intuito de comparar os grupos e avaliar o

experimento.

4.4 — COLETA DE NERVOS E MUSCULOS

Noventa dias apés o procedimento inicial, os animais foram pesados e novamente

submetidos a intervencédo cirdrgica. Seguindo a metodologia do procedimento inicial
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(LUNA, TEIXEIRA, 2007), os animais foram anestesiados e realizou-se nova inciséo,

com divulsdo das estruturas até a identificagdo da area em estudo (Figura 13).
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Figura 13 — Fotografia do segundo transoperatério de animais em estudo. A: animal do grupo D,
demonstrando a permanéncia do RNTL de Viterbo. B: animal do grupo F, também demonstrando a
permanéncia do RNTL realizado com CF contendo FCN.

Para a analise histologica, um segmento nervoso foi removido, contendo a
extremidade distal do nervo ciatico, assim como um segmento com 2 cm do nervo tibial
e do nervo fibular. Na posi¢cado anatbmica, o material foi fixado com alfinetes em placas
de isopor, sendo acondicionado em recipiente com formalina tamponada a 10%
(MUELLER, 2008).

Em seguida, foi realizada a retirada total do muasculo tibial cranial (RAMOS, 2009;
GIGO-BENATO, DAVILENE, 2010) do MPE e do MPD, sendo estes pesados em
balanca de precisédo (Precision ®, PR 1000 Nucleo) e, em seguida, acondicionados em
recipiente com formalina tamponada a 10% (MUELLER, 2008; ROMAO et al., 2007)
(Figura 14).
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Figura 14 — Fotografia do segundo transoperatério de animais em estudo: A: animal do grupo A, com o
musculo tibial cranial esquerdo (MTCE) identificado. B: musculos tibiais craniais direito e esquerdo
(MTCD, MTCE) de animal do grupo B, identificando-se importante atrofia do MTCE ap06s a sec¢ao
nervosa.

Apb6s a coleta dos nervos e musculos de interesse, realizou-se a eutanasia dos
animais, com dose letal de pentobarbital s6dico (150 mg/kg), por meio de injecdo
intraperitonial (LUNA, TEIXEIRA, 2007; MUELLER, 2008; CHEM, 2003).

A Figura 15 apresenta o delineamento final do estudo.
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Wistar

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F
n=12 n=12 n=12 n=12 n=12 n=12
Dia 01 Dia 01 Dia 01 Dia 01 Dia 01 Dia 01
Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de
Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha
Controle Seccao do RNTL com RNTL com RNTL com RNTL com

Nervo Fibular Sutura Sutura + FCN Cola Cola + FCN
Dia 32 Dia 32 Dia 32 Dia 32 Dia 32 Dia 32
Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de
Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha
Dia 62 Dia 62 Dia 62 Dia 62 Dia 62 Dia 62
Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de
Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha
Dia 92 Dia 92 Dia 92 Dia 92 Dia 92 Dia 92
Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de Teste de
Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha Marcha
g r ™) ) l’ “ " M
Dia 93 Dia 93 Dia 93 Dia 93 Dia 93 Dia 93
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
Analise Andlise Analise Analise Analise Analise
Histoldgica Histologica Histologica Histologica Histologica Histologica
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Figura 15 - Representacdo esquematica do desenho do estudo. Legenda: RNTL: reparo nervoso
término-lateral; Cola: Cola de Fibrina; FCN: fator de crescimento nervoso.

4.5 — ANALISE DA FUNCAO MOTORA

Seguindo os preceitos de Medinaceli, a analise dos quatro testes de marcha foi

realizada da seguinte maneira (RAMOS, 2009):

Para cada animal, foram avaliadas quatro pegadas consecutivas com as seguintes
medidas (ORNELAS, PADILLA, DI SILVIO, 2006a):
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1) TP = Distancia entre o talus e a terceira falange distal (tamanho da pegada);

2) ATD = Distancia entre a primeira e quinta falange distal (abertura total dos
dedos);

3) APD = Distancia entre a segunda e a quarta falange distal (abertura parcial dos
dedos).

Cada medida, em milimetros, foi anotada em uma planilha eletrénica no Excel®
(Microsoft, Redmond, EUA) (Figura 16).

ATD

Figura 16 — Aspecto da pegada de um animal em estudo: TP: distancia entre o talus e a terceira falange
distal (tamanho da pegada); ATD: distancia entre a primeira e quinta falange distal (abertura total dos
dedos); APD: distancia entre a segunda e a quarta falange distal (abertura parcial dos dedos).

O investigador responséavel pela analise da marcha, nos quatro testes, ndo foi
informado a que grupo pertenciam 0s animais.

A partir das medicbes, para determinar a recuperacdo motora dos animais, foi
calculado o Iindice de Funcdo do Ciatico (IFC) utilizando-se a formula: (KANAYA,
FIRRELL, BREIDENBACH, 1996; DE MEDINACELI, FREED, WYATT, 1982; RAMOS,
2009).

IFC =-38,3(TP MPE - TP MPD) + 109,5(ATD MPE - ATD MPD) + 13,3(APD MPE - APD MPD) - 8,8
TP MPD ATDMPD APD MPD

Na interpretacéo do IFC, valores proximos a zero sao considerados normais e 0s
valores proximos de -100 indicam lesao total do nervo ou auséncia de regeneragao
nervosa (LAGO, 2005; MEDINACELI, QUACH, DUCHEMIN, 1982).
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4.6 - ESTUDO HISTOLOGICO

As pecas anatbmicas, em recipientes apropriados, foram encaminhadas para
estudo histolégico no Laboratério de Anatomia Patolégica e Citopatoldgica (LAC), em
Campo Grande - Mato Grosso do Sul.

As amostras de nervo foram desidratadas e incluidas individualmente em
historesina. Em seguida, foram realizadas secc¢des transversais no nervo fibular, a 10
mm de sua origem no grupo A, a 5 mm da extremidade do coto distal no Grupo B e a5
mm do RNTL nos demais grupos. As amostras foram incluidas em parafina e cortadas
com micrétomo — com 5 um de espessura (LAGO, 2005; MUELLER, 2001; ORTIZ-
HIDALGO, WELLER, 1992). De cada peca anatbmica foi obtida uma lamina, corada
com hematoxilina e eosina (HE) (LAGO, 2005; MUELLER, 2001; ORTIZ-HIDALGO,
WELLER, 1992). Da mesma forma, amostras centrais de cada musculo foram retiradas

e utilizadas para confeccdo de uma lamina, também corada com HE (RAMOS, 2009).

4.7 - DIGITALIZACAO DA IMAGEM

No laboratério de patologia foi realizada a digitalizacdo de quatro campos de cada
lamina, por meio de grade aleatéria, para a analise quantitativa da regeneracéo axonal
e muscular (MUELLER, 2001). Cada imagem digital apresentou uma resolucao de 640
pontos na horizontal, por 480 pontos na vertical com 24 bits de cores (16 milhdes de
cores). A area analisada por campo foi de 160x120 micrébmetros, com resolucéo final
de 4 pixels por micrémetro.

Cada campo foi digitalizado em um aumento de 400 vezes, em microscopio optico
(Vector Corporation, Catalogo PK 6100, Burlingame, EUA), com éptica plana cromatica,
acoplado em uma camera Sony DXC 151 (Toquio, Japdo). A lente utilizada foi a
10/0.45 (Sigma, Chemical Conpany, catalogo D5637, St. Louis, Missouri, EUA), com
condensador em abertura méaxima a uma distancia de 6,5 cm da lamina, com maxima
intensidade de luz. A camera foi conectada a um computador IBM-PC equipado com
microprocessador Intel Pentium Il 550 MHz, com placa de captura Matrix MV-LC

(Matrix, Berlim, Alemanha).
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Para cada imagem utilizou-se o mesmo intervalo de cor, ajustado para identificar
areas representativas de axodnios mielinizados, fibras musculares e neoformacgéo de
coldgeno (MUELLER, 2001).

4.8 - MORFOMETRIA

No laboratério de cirurgia experimental, utilizando um programa de computador
especifico para analise de imagens — Image ProPlus 4.5 ® — (Media Cybernetics, Silver
Spring, EUA), foi realizada a analise morfométrica dos campos digitalizados (CHEM,
CHEM, 2004), avaliando-se:

1) Laminas do Nervo Fibular: nimero médio de axénios mielinizados por campo,
bem como seu didametro médio (MUELLER, 2001; CHEM, 2003).

2) Laminas do Mdasculo Tibial Cranial Esquerdo: numero médio de fibras
musculares por campo, bem como seu diametro médio (ROMAO et al., 2007).

O patologista responsavel pela andlise morfométrica ndo foi informado a que

grupo pertenciam os animais (Figura 17).
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Figura 17 — Aspecto da contagem histolégica, realizada por meio do Image Pro Plus 4.5 ® — (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA).
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Em seguida, foi gerada planilha eletrénica no Excel® (Microsoft, Redmond, EUA)

com os valores obtidos.

4.9 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa BioEstat® versao
4.0. Para comparacdo entre os grupos serdao utilizados os testes ANOVA e Kruskal
Wallis (a posteriori Student Newman Keuls). A comparacao entre os testes de marcha,
em cada grupo, foi realizada por meio do Teste de Friedman. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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Durante o estudo ndo foi identificada infecgcdo na ferida operatoria, bem como

6bito de animais.

A andlise estatistica, comparando os grupos em estudo, € apresentada nas

tabelas 1-5, em média e desvio padrao (DP).

As informacdes completas referentes & massa, testes de marcha e andlise

histolégica de cada animal estdo expostas nos quadros 1-10 e nos graficos 1-12

(Anexo E).

A figura 18 apresenta o aspecto da variagcao das pegadas nos testes de marcha e

as figuras 19-22 apresentam fotomicrografias da histologia dos animais em estudo.

Tabela 1 — Massa dos animais (g) no primeiro e no ultimo dia do estudo - 2011

GRUPOS
p
Dia A B C D E F (AXBXCXDXEXF)
MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIAtDP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP
01 301,8+07,8 299,2+08,2 299,2+06,2 300,8+06,9 298,6+08,9 298,5+09,1 0,886
93 549,9+12,3 533,9+10,1 547,2+13,9 543,7+16,9 545,4+14,1 544,2+11,8 0,089

Nota: se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa. ANOVA.



67

GRUPO A GRUPO B GRUPOC GRUPO D GRUPO E GRUPO F
MPE MPD MPE MPD MPE MPD MPE MPD MPE MPD MPE MPD
-(. CE o " 1 1", R ¢ 1 rl:' | JCE |
s . ig-'.] 3 o . ;‘:.‘1[ ‘gg\ . 4.\: :: v . .'ﬂ. ‘.\Q" = ’_"‘_a ..,.;. ¥ L | ,", u'? .
| | V|9 | & | % v | % | § | & [F]|"

Y, v 13 b ' ke | ‘-‘.T‘ . W
- 4 iyt ‘ . W, 3 - . o A &
B ] | \-It% | §:‘*-’ @ ..’(&- 4 a2 ""‘:‘ : % I
' e f L] ' : ' & ' X

hig e ' - ) ¥ X
) RO 0 I I IR alw | al oy |
f Wy - P
E = » ,ﬂ “r % k :‘ p
T ¥
¥y y b i W g 4 : v P abot g ‘- e )
Diag%0 | - & . ey ) ¥ ”e & By .., 3 O X
"E 1:‘- "% i %; Y 'l '-r_‘:;_ {\Q

Figura 18: Aspecto das pegadas (MPE, MPD) de animais dos grupos A a F, no primeiro (Dia 0), segundo
(Dia 30), terceiro (Dia 60) e quarto (Dia 90) testes de marcha. O aspecto das pegadas do MPE do animal
do grupo B demonstra que ndo houve recuperacdo motora nos trés ultimos testes de marcha. Os
aspectos das pegadas dos MPE dos animais dos grupos C a F, no quarto teste de marcha, demonstram
recuperacao funcional, com retorno da abertura dos dedos.

Tabela 2 - Andlise dos indices de funcao obtidos no primeiro, segundo, terceiro e quarto testes de
marcha, em cada grupo (x -1) - 2011

GRUPOS
p(l)
Teste A B C D E F (AXBXCXDXEXF)

MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP  MEDIA*DP

1° 9,1+2,9 8,9+2,8 8,7#40  8,3%34 77439  8,8£1,9 0,976
2° 8,3+2,6 63,6+13,2 64,8+13,3 653+14,1 67,1151 71,0+11,6  <0,001 A# todos

IFC 3° 7,8#3,5 66,2463 66,760 67,1#7,0  67,0+7,7 58,3+29,7  <0,001 A# todos
4° 8,7+2,8 74,3485 32,7+27,1 31,5#28,5 37,9389 253347  <0,001A# todos; B# todos
p® 0,960 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001  <0,001

(1°X2°X3°X4°%) 1% todos  1°#(2°,3%) 1°%#(2°3°) 1%#(2°.3°) 1°#(2°,3°)

Nota: se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. ” Kruskal Wallis e a posteriori Student
Newman Keuls para a comparacdo entre 0s grupos (AXBXCXDXEXF). @ Teste de Friedman para a
comparaGao entre os testes avaliados (1°x2°x3°x4°) em cada grupo.



68

Figura 19: Fotomicrografias do nervo fibular dos animais em estudo. A: animais do grupo A; B: animais
do grupo B; C: animais do grupo C; D: animais do grupo D; E: animais do grupo E; F: animais do grupo
F. As setas vermelhas representam exemplos de ax6nios mielinizados. (Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina; aumento 400x, campos selecionados para contagem celular no Image Pro Plus 4.5 ® — Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA).
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Figura 20: Fotomicrografias do nervo fibular de outros animais em estudo. A: animais do grupo A; B:
animais do grupo B; C: animais do grupo C; D: animais do grupo D; E: animais do grupo E; F: animais do
grupo F. As setas vermelhas representam exemplos de axénios mielinizados. (Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina; aumento 400x, campos selecionados para contagem celular no Image Pro Plus 4.5 ® — Media
Cybernetics, Silver Spring,EUA).
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Figura 21: Fotomicrografias do MTC esquerdo dos animais em estudo. A: animais do grupo A; B:
animais do grupo B; C: animais do grupo C; D: animais do grupo D; E: animais do grupo E; F: animais do
grupo F. As setas vermelhas representam exemplos de fibras musculares. (Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina; aumento 400x, campos selecionados para contagem celular no Image Pro Plus 4.5 ® — Media
Cybernetics, Silver Spring,EUA).
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Figura 22: Fotomicrografias do MTC esquerdo de outros animais em estudo. A: animais do grupo A; B:
animais do grupo B; C: animais do grupo C; D: animais do grupo D; E: animais do grupo E; F: animais do
grupo F. As setas vermelhas representam exemplos de fibras musculares. (Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina; aumento 400x, campos selecionados para contagem celular no Image Pro Plus 4.5 ® — Media

Cybernetics, Silver Spring, EUA).
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Tabela 3 - Andlise do nimero e do diametro dos axbnios, por campo, nos grupos em estudo - 2011
GRUPOS

p
Axbnios A B C D E F (AXBXCXDXEXF)

MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP

Namero 122,23+12,51 2,98+1,09 68,58+36,78 81,67+35,88 82,48+44,78 86,04+47,08 <0,001 A# todos; B# todos
Didmetro 10,01+0,46 3,44+1,82 9,33+1,91 9,13+2,46 8,10+2,42 9,23+1,80 <0,001 B# todos

Nota: se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Kruskal Wallis e a posteriori Student Newman
Keuls.

Tabela 4 - Analise do nimero e do didmetro das fibras musculares do musculo tibial cranial direito, por
campo, nos grupos em estudo - 2011

GRUPOS
p
Fibras A B C D E F (AXBXCXDXEXF)
Musculares
MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIAtDP MEDIA+DP MEDIA+DP MEDIA+DP
Ndamero 19,79+2,03 18,48+3,66 17,73+3,09 19,08+3,86 19,19+2,40 20,02+3,13 0,452
Diametro 44,42+8,28 22,80+4,21 38,46+9,29 40,41+8,33 40,70+10,79 38,32+11,87 <0,001 B# todos

Nota: se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Kruskal Wallis e a posteriori Student
Newman Keuls.

Tabela 5 - Analise da massa(g) do musculo tibial cranial nos grupos em estudo - 2011

GRUPOS
p
Massa A B C D E F (AXBXCXDXEXF)
MTC
MEDIA+DP ~ MEDIA*DP ~ MEDIA+DP  MEDIA*DP  MEDIA*DP  MEDIA+DP
MPD 1,56+0,13 1,57+0,14 1,58+0,12 1,54+0,16 1,53+0,10 1,55+0,14 0,938
MPE 1,55+0,11 0,44+0,23 0,85+0,22 0,88+0,29 0,96+0,27 1,03+0,42 @<0,001 A#todos; B# todos

Nota: se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. ?ANOVA. @ Kruskal Wallis e a posteriori
Student Newman Keuls.
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6 - DISCUSSAO

Logo apos sua descricdo, um dos principais questionamentos sobre a técnica de
Viterbo (1992) estava na compreensdao dos reais mecanismos envolvidos no
brotamento axonal lateral a partir de um nervo doador integro — sem a janela epineural
de Ballance (HAYASHI et al., 2004; LYKISSAS et al., 2007; PONDAAG, GILBERT,
2008; VITERBO, RIPARI, 2008). Atualmente, ap0s as diversas descricoes de sucesso
com o RNTL de Viterbo, passou-se a questionar qual a importancia do FCN na
necesséria potencializacdo de seus resultados (MUELLER, 2008; SCHMIDHAMMER,
2007; VITERBO et al., 2009).

Assim como no RNTT, a grande dificuldade da avaliacdo do FCN exdégeno no
RNTL esta no desenvolvimento do método ideal de apresenta-lo no ponto do reparo, na
dose certa e por tempo prolongado (BHANG et al., 2007; DERBY et al., 1993). Diversos
modelos questionaveis de administracdo do FCN j& foram descritos na literatura, sendo
que, no entanto, a busca pelo método de escolha - aplicavel na rotina diaria dos
microcirurgides - ainda persiste (SANTOS et al., 1998; MENDERES et al., 2002; LEE et
al., 2003) e justificou a realizacao deste estudo.

Os crescentes relatos positivos obtidos apds a realizagdo do RNTT com CF
contendo FCN (CHUNZHENG et al., 2008; SANTOS et al., 1998; MARTINS et al.,
2005a; JUBRAN, WIDENFALK, 2003; ZENG et al.,, 1994; GAO et al.,, 2008) e
entendimento de que a potencializagdo dos resultados da microcirurgia no futuro
passara pela utilizacdo dos FN (MUELLER, 2008; CHEM, 2003; HONDERMARCK,
2008; VITERBO et al., 2009), impulsionaram a avaliacdo do método no RNTL.

A auséncia de estudos anteriores avaliando o RNTL, realizado apenas com CF
contendo FCN, impediu a repeticdo de metodologias ja testadas e a desejavel
comparacdo com resultados prévios, sendo que um novo modelo experimental foi
delineado para a avaliacéo da hipotese original.

Na UFMS, desde 2006, os orientadores deste estudo desenvolvem uma linha de
pesquisa intitulada “Modelos Animais de Doenca”, que, entre outras técnicas, estuda o
RNTL em suas diferentes formas de realizacdo (NUNES E SILVA, 2008). A partir disso,
iniciou-se a investigacdo da repercussao da associacao da CF, contendo FCN, no

RNTL protegido (sem suturas), no qual o nervo doador é totalmente preservado, livre
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de traumas — uma das principais criticas ao RNTL cléssico (Ballance et al., 1903), bem
como ao RNTL de Viterbo (VITERBO et al., 1992).

O rato Wistar foi utilizado para realizacdo deste experimento devido ao seu fécil
manuseio, sua excelente resisténcia a infeccdo, bem como suas similaridades
anatbmicas e bioldgicas com os seres humanos (NISHIARA, PRUDDEN, 1958;
MEEKS, NELSON, BYARS, 1995; SILVA, 2001). O animal é considerado ideal para
estudos de longa duracédo, sendo a opg¢éo para a maioria dos que estudaram o RNTL
(TORRES, GRACA, FARIAS, 2003; MUELLER, 2001; VITERBO et al., 1992).

Segundo Mueller (2008), o rato apresenta uma rapida regeneracao tecidual e
excelente recuperacdo funcional em um pds-operatdrio relativamente precoce.
Chunzheng et al. (2008), por exemplo, que avaliaram com sucesso a associacdo da CF
com FCN em RNTT, optaram pelo rato Wistar, influenciando sua utilizacdo neste
estudo. Mueller (2008) referiu ainda que autores que utilizaram outros animais, como
coelhos e macacos, em estudos semelhantes, referiram elevagdo nos custos finais e
maior facilidade no desenvolvimento de infecgdes.

No intuito de evitar as possiveis variacdes do ciclo estral inerente as fémeas, por
influéncia de horménios adenohipofisarios, utilizou-se apenas ratos do sexo masculino
(VITERBO, PALHARES, FRANCIOSI, 1994; SOUZA, 2007). A escolha de animais
jovens foi devido a exuberante regeneracdo axonal apresentada nesta fase de seu
desenvolvimento, estimulada pela presenca importante dos FN — foco do estudo
(MUELLER, 2008).

Para o procedimento anestésico utilizou-se quetamina e xylazina, por via
intramuscular (DE VRIES et al., 2002; RASO, BARBIERI, MAZZER, 2006; TORRES,
GRACA, FARIAS, 2003). Esta associacao € muito utilizada no rato Wistar, sendo 6tima
opcao para procedimentos de curta duracdo como o realizado (ORNELAS, PADILLA,
DI SILVIO, 2006b; SILVA, 2001). Os anestésicos proporcionaram um plano profundo
suficiente para a realizagdo do procedimento operatério, sem determinarem
consequéncias negativas para a cirurgia e para 0s animais.

O acesso até o nervo fibular esquerdo foi realizado por meio da divulsdo dos
musculos gluteo e biceps femoral, método de referéncia na literatura para a abordagem
direta dos ramos terminais do nervo ciatico em ratos (LIU et al., 1999; LEE et al., 2003).
Jubran & Widenfalk (2003), autores que também obtiveram bons resultados com a
associacdo da CF, contendo FCN, em RNTT, utilizaram este acesso cirargico. Tal

acesso permitiu a realizacdo do experimento com rapidez, trauma limitado,
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descolamento tecidual minimo e praticamente sem nenhum sangramento, reduzindo a
morbidade da cirurgia e proporcionando uma recuperacdo pos-operatoria tranquila aos
animais (MARTINS et al.,, 2005a; HAYASHI et al., 2004). A evolucdo satisfatoria de
todos os animais durante todo o experimento ressaltou a qualidade do método cirdrgico
utilizado.

O modelo nervoso tibio-fibular, preconizado por diversos autores como método
ideal para avaliar a regeneracdo nervosa apos o RNTL (ZHAO, CHEN, CHEN, 1997;
LUNDBORG, 1994; ROSS, MATSUDA, ZUKER, 1995; NOAH et al., 1997a; NOAH et
al.,, 1997b; ROSSETO et al., 2001; HAYASHI et al., 2004), mostrou-se seguro e
reprodutivel — condi¢cdes essenciais para um estudo como o realizado (LEE et al.,
2003). Os nervos envolvidos no RNTL experimental - fibular e tibial - apresentam
caracteristicas importantes: facilidade de acesso cirdrgico, constancia anatbmica,
espessura adequada para o reparo cirdrgico e microanatomia fartamente avaliada na
literatura (CHEM, 2003).

A escolha das caracteristicas proprias de cada grupo de animais aqui estudado
seguiu a orientacdo de publicacdes classicas apresentadas na literatura (VITERBO et
al., 1992; MUELLER, 2001; MUELLER, 2008; SCHMIDHAMMER, 2007; VITERBO et
al., 2009), tendo o objetivo principal de avaliar profundamente as variaveis estudadas.

O grupo A foi utilizado como controle da normalidade e o grupo B como controle
da denervacao. O grupo C foi considerado como um controle positivo, sendo utilizado
para avaliar a funcionalidade do RNTL de Viterbo, em sua forma classica de realizacao
— apenas com suturas (VITERBO et al., 1992).

A inclusao deste grupo no delineamento seguiu a experiéncia prévia de autores de
referéncia no método como Santos et al. (1998), Chunzeng et al. (2008), Lee et al.
(2003) e Hayashi et al. (2001), que também utilizaram um controle positivo em seus
estudos. Na dissertacao de Mueller em 2001 e posteriormente em sua tese de 2008, a
autora demonstrou a importancia da inclusdo de um grupo de controle positivo para a
comparacao com uma hipétese original.

O grupo D foi incluido no estudo para avaliar a possivel influéncia da aplicacao
local do FCN, em dose Unica, no reparo classico de Viterbo. Apesar da existéncia de
relatos de bons resultados com a técnica no passado - em RNTT -, a literatura mais
recente refuta esta possibilidade, alegando a rapida inativacdo do FCN aplicado sem
um meio carreador especifico (BHANG et al., 2007).
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O grupo E foi delineado para confirmar a hipotese, ainda questionada na literatura,
de funcionalidade da realizacdo do RNTL apenas com CF (MUELLER, 2008). O grupo
F foi estabelecido para determinar se a adicdo do FCN no reparo protegido traria
beneficios a técnica, a partir da sinergia dos beneficios da CF e do FCN.

A partir da auséncia de suturas no grupo F, pdde-se inferir que os resultados
obtidos deveram-se apenas a associacao da CF e do FCN, facilitando a avaliacdo das
caracteristicas especificas do procedimento e evitando a adicédo de fatores de confuséo
a andlise (ROMAO et al., 2007;: MOONEY, LOH, PU, 2009).

O RNTL aqui originalmente apresentado, utilizando-se apenas com CF contendo
FCN, no grupo F, foi realizado a partir de uma modificagdo pontual na técnica classica
de Viterbo (VITERBO et al., 1992). Ao invés de suturar-se o coto distal do nervo fibular
na face lateral integra do nervo tibial — como preconiza o autor, aplicou-se apenas a
associacado da CF com o FCN.

Nao foram realizadas suturas de ancoragem, bem como nao foi confeccionada a
janela epineural de Ballance (BALLANCE et al., 1903), garantindo-se, desta forma, a
completa preservacdo do nervo doador — objetivo principal da técnica (RNTL
protegido). Apesar de recente na literatura, o RNTL realizado apenas com CF foi
realizado com sucesso, comprovando a simplicidade e as vantagens da técnica.

A dose do FCN seguiu os modelos bem sucedidos de autores que avaliaram sua
influéncia em RNTT (JUBRAN, WIDENFALK, 2003; DERBY et al., 1993; CHUNZHENG
et al., 2008). No estudo de Tiangco et al. (2001), os autores concluiram que o aumento
da dose ndo determina o aumento no efeito dos FN, indicando que a saturacédo dos
receptores e/ou as limitagdes biologicas poderiam impedir uma maior potencializacao
da regeneracdo. Apesar disso, ha na literatura diferentes referéncias a utilizacdo de
doses mais elevadas de FCN com diferentes indices de sucesso (BHANG et al., 2007;
BLOCH et al., 2001; SANTOS et al., 1998; PU et al., 1999).

Lee et al. (2003), por exemplo, estudaram diversas doses de FCN (5, 20 e 50 ug)
e sO obtiveram a potencializacdo dos resultados, em RNTT, a partir de 20 ug.
Novamente, a inexisténcia de estudos anteriores com o método aqui empregado e a
nado padronizacdo dos estudos ja publicados, avaliando RNTT, dificultaram a
comparacao com os resultados do presente estudo.

A dose da CF e a aplicacdo da mesma seguiram as orienta¢des do fabricante, ja
confirmadas em estudos anteriores que comprovaram sua funcionalidade (TORRES et
al., 2003; ORNELAS et al., 2006; MUELLER, 2001; JUBRAN, WIDENFALK, 2003). Em
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estudo prévio dos autores, a dose da CF ja havia se mostrado eficaz na realizacdo do
RNTL protegido (NUNES E SILVA, 2008), fato novamente aqui comprovado.

A avaliacdo dos resultados do presente estudo foi realizada por meio de
diferentes métodos com o objetivo de ampliar as possibilidades de analise e fortalecer
as conclusfes obtidas (SATO, 2005; RASO, BARBIERI, MAZZER, 2006). O método
ideal para a avaliacdo da regeneracdo axonal, ap6s um reparo nervoso em um estudo
experimental, ainda ndo foi completamente estabelecido e é motivo de debate intenso
na literatura (PU et al., 1999; CHEM, 2003).

Desta forma, os estudos sobre regeneracdo nervosa permanecem desafiadores,
sendo que a comparacao entre diferentes autores torna-se muito dificil, principalmente
quando distintos testes sé&o avaliados (RASO, BARBIERI, MAZZER, 2006). A simples
confirmacédo histolégica da regeneracdo axonal, no pds-operatorio de um reparo
nervoso, por exemplo, ndo indica diretamente a recuperacéo funcional satisfatéria do
animal — objetivo principal da cirurgia, exigindo a confirmagédo por outros métodos
como, por exemplo, os testes de funcdo motora e a andlise de massa dos musculos
envolvidos (LAGO, 2005).

Durante o estudo, ndo se observou comportamento agressivo dos animais,
autofagia do membro operado, consupc¢ao ou morte - condigdes descritas na literatura
como indicadores de adequacdo da metodologia e do tratamento do animal (SOUZA,
2007). Além disso, nao foi evidenciado presenca de processo infeccioso na ferida
operatoria, confirmando a qualidade técnica do procedimento e a resisténcia dos
animais a infeccdo (MUELLER, 2008).

A massa dos animais foi avaliada no inicio e no final do estudo com o intuito de
comparar 0s grupos e avaliar a evolucdo de ganho de peso dos animais (NUNES E
SILVA, 2008; LAGO, 2005). A massa inicial dos animais foi escolhida por permitir o facil
manejo dos mesmos, bem como, por oferecer aspectos anatbmicos com caracteristicas
ideais ao estudo.

Chunzheng et al. (2008), por exemplo, utilizaram animais com massa entre 250
e 300g; Lago (2005), entre 250 e 340g, Santos et al. (1998) e Torres et al. (2003)
utilizaram animais entre 200 e 250g. Conforme apresentado da tabela 1, ndo houve
diferenca entre as massas dos animais na primeira medi¢cdo, demonstrando a
homogeneidade da amostra (ROMAO et al., 2007).

Da mesma forma, ndo foi identificada diferenca entre os grupos na ultima

medicao, indicando que a cirurgia realizada néao interferiu nos habitos alimentares e na
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capacidade de ganho de peso dos animais, comprovando a padronizacdo das
condigcbes ambientais oferecidas durante o estudo (MUELLER, 2008). Reis (2005),
realizando avaliacdes de RNTL, obteve conclus6es semelhantes quanto a massa dos
animais. Este resultado € considerado de grande importancia, pois permitiu a
comparacao entre outras variaveis avaliadas no estudo, como por exemplo, a massa
do MTC, que é proporcional & massa final do animal (ROMAO et al., 2007).

A recuperacéo funcional foi aferida com o teste de marcha descrito por Medinaceli
et al. (1982) e ampliado por Menovsky & Beek (2001). O teste é considerado simples,
seguro, barato e reprodutivel, sendo o método nédo-invasivo mais utilizado para a
avaliacdo fidedigna da funcdo motora apds lesdo nervosa no modelo tibio-fibular
(OGUN et al., 2003; VAREJAO, MEEK, FERREIRA, 2001).

O indice de funcado escolhido para a analise da recuperacdo motora dos animais
foi o IFC (ZENG et al., 1994; CHUNZHENG et al., 2008; PU et al., 1999; MARTINS et
al., 2005b). Desde sua descricdo, em 1982, por Medinaceli et al. (1982), o IFC vem
sendo largamente utilizado em estudos experimentais (LOWDON, SEABER,
URBANIAK, 1988). Atualmente ele é considerado uma ferramenta adequada para
quantificar a recuperacao funcional apds lesdes de ramos do nervo ciatico (KANAYA,
FIRRELL, BREIDENBACH, 1996).

O IFC oferece melhor correspondéncia com a recuperacéo de funcao clinica real
do animal, quando comparado com outros indices ja descritos (RASO, BARBIERI,
MAZZER, 2006). Segundo Reis (2005), no modelo cirdrgico estudado, o IFC esta
diretamente correlacionado com a densidade das fibras regeneradas. Chunzheng et al.
(2008), Gao et al. (2008), Zeng et al. (1994), por exemplo, também utilizaram o IFC em
seus estudos, corroborando a adequacédo do método. O investigador responsavel por
analisar os testes de marcha nao foi informado a que grupo pertenciam 0s animais, no
intuito de minimizar o viés de afericdo (ROBILLARD, 2002).

A andlise da funcdo motora foi iniciada no pré-operatorio, para determinar se
havia diferengca na marcha dos animais em cada grupo (MARTINS et al.,, 2005c).
Conforme a tabela 2, no primeiro teste de marcha n&do houve diferenca entre os grupos,
garantindo as analises posteriores. Seguindo protocolos de diversos estudos, os testes
seguintes foram repetidos com trinta, sessenta e noventa dias apds a realizacdo do
procedimento cirdrgico, no intuito de detectar precocemente as possiveis altera¢fes de
marcha determinadas pela regeneracdo axonal (LAGO, 2005; BAIN, MACKINMON,
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HUNTER, 1989). Este periodo € julgado suficiente para a confirmacao da recuperacao
motora apos reparos nervosos no modelo em estudo (MARTINS et al., 2005a).

A partir dos resultados dos testes de marcha (tabela 2) evidenciou-se que os
animais do grupo A ndo apresentaram alteracdo no padrédo de caminhada durante o
estudo, fato esperado, pois este grupo nao foi submetido a seccdo nervosa (LAGO,
2005).

Os animais do grupo B — submetidos & secc¢éo, sem posterior reparo cirdrgico —
apresentaram prejuizo motor importante a partir do segundo teste. Como esperado,
estes animais ndo apresentaram recuperacéo de funcao durante o estudo, mantendo o
MPE atrofico, caracterizando a auséncia de regeneracao axonal (ROBILLARD, 2002).

Os animais dos grupos C, D, E e F, que foram submetidos aos diferentes tipos de
RNTL, apresentaram padrbes de atrofia do MPE no segundo e terceiro testes
(semelhantes ao grupo B), indicando que, neste periodo, ndo apresentaram
recuperacdo motora (ROBILLARD, 2002). Todavia, no quarto teste de marcha, estes
animais apresentaram recuperacao parcial da fungdo motora - indicando regeneracéo
axonal apés o RNTL.

No modelo experimental em analise, € esperado que, nos animais em que o RNTL
foi bem sucedido, a progressao do crescimento nervoso determine a recuperacéo da
marcha somente cerca de noventa dias apos a cirurgia (LAGO, 2005; ROBILLARD,
2002). Tal fato foi confirmado no presente estudo com a recuperacao da funcdo motora
dos animais dos grupos C, D, E e F somente no quarto teste de marcha.

Assim, comprovou-se que o RNTL, independente da técnica utilizada, determinou
a recuperacgao da funcdo motora dos animais de forma semelhante. Nao foi identificada
diferenca na recuperacao da funcdo motora entre os grupos C, D, E e F, indicando que
a adicdo do FCN no grupo F néo a influenciou.

A recuperacdo da marcha dos animais operados ndo atingiu os niveis do grupo A,
indicando que a recuperagdo motora existiu, mas ndo atingiu os niveis pré-lesionais
(LIU et al., 1999; ROBILLARD, 2002; HAYASHI et al., 2004). Esse resultado ja era
esperado no modelo experimental estudado, pois mesmo nos casos de reparo axonal
efetivado com sucesso, o trauma determinado pela atrofia muscular prolongada (até
que a regeneracdo axonal possibilite o retorno do estimulo nervoso ao musculo
prejudicado) no rato, acaba por impedir a recuperagdo completa da funcdo motora dos
animais (CHUNZHENG et al., 2008; ROMAO et al., 2007).
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Neste sentido, Mueller (2008) referiu que, no modelo em estudo, é considerada
satisfatoria toda recuperagdo da funcdo motora que atinja cerca de 70% do esperado
para um animal n&o operado — do grupo controle. Em afirmac¢&o semelhante, Menovsky
& Beek (2001) referiram que valores de cerca de 60% ja sao considerados satisfatorios
para o pos-operatorio tardio como o avaliado neste estudo.

Os valores de IFC nos grupos operados no segundo e terceiro testes, que
mostraram atrofia foram semelhantes aos obtidos pelos autores Chunzheng et al.
(2008), neste periodo (-84,36+9,11 e -60,54+7,98) respectivamente. Da mesma forma,
os indices obtidos no quarto teste, que indicaram recuperacdo da funcdo motora,
ficaram muito proximos dos obtidos por Chunzheng et al. (2008) (-36,77+5,27), por
Martins et al. (2005b) (-38,65+9,88), por Lago (2005) (-44,00+15,00) e por Liu et al.
(1999) (-37,3+13,5).

A eutanasia dos animais foi realizada no nonagésimo pos-operatorio, periodo
considerado ideal por diversos autores para a analise proposta, facilitando a
identificagdo da regeneracdo nervosa no modelo tibio-fibular (LUNDBORG, 1994;
ROSSETO et al., 2001; ZHANG et al., 1998; HUANG et al., 2003).

A preparacao das laminas histoldgicas, tanto do nervo fibular esquerdo, quanto do
MTC esquerdo, foi realizada com HE, colorag&o utilizada em diversos estudos sobre o
tema (ZHAO, CHEN, CHEN, 1997; AL-QATTAN, AL-THUNYAN, 1998; SOUZA, 2007;
CHUNZHENG et al., 2008; TORRES et al., 2003). Gao et al. (2008), que avaliaram com
sucesso a associacao da CF com FCN em RNTT, também optaram pela HE.

A alta qualidade das imagens (SOUZA, 2007), ja avaliada em estudo prévio do
autor (NUNES E SILVA, 2008), foi decisiva para a escolha da HE. A coloracdo das
laminas foi considerada satisfatoria no presente estudo, pois permitiu a realizacdo da
morfometria computadorizada sem dificuldades, a partir da clara identificacdo das
estruturas analisadas (CHEM, CHEM, 2004).

O método de avaliacao das laminas, utilizando o programa Image Pro Plus 4.5 ®
— (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) € preconizado por diversos autores e se
caracteriza pela seguranca, reprodutibilidade e confiabilidade das informacdes obtidas,
permitindo a comparacao entre os grupos com facilidade (MUELLER, 2001; CHEM,
2003; SOUZA, 2007).

A andlise morfométrica do nervo fibular esquerdo foi realizada a partir da
comparacao entre o numero e o diametro médio de axénios mielinizados por campo de

captura aleatoéria. Esse tipo de analise histolégica € comumente descrito na literatura
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como fidedigno de regeneragao nervosa no modelo experimental estudado (SAMII et
al., 2006; MUELLER, 2001; MUELLER, 2008). Segundo Santos et al. (1998), este é o
melhor método para avaliar a influéncia dos FN no reparo nervoso e justificou a escolha
neste estudo. Reis (2005) e Dellon & Mackinnon (1989) referiram ainda que estes
parametros sdo apropriados para estudos envolvendo aspectos relacionados com
neurotropismo.

Mueller (2008) referiu que este método de andlise fornece parametros fidedignos
sobre o estado funcional dos neurbnios e das células associadas a eles no pos-
operatorio. A identificacdo de axbnios mielinizados distais ao ponto de reparo
caracteriza o padrdo de regeneracao axonal, sendo que, quanto mais préximo ao grupo
controle, mais acentuada € a regeneracdo axonal. Quando néo se identifica a presenca
destes axonios, fica evidenciada a ndo-regeneracdo nervosa e 0 insucesso do reparo
cirargico (TORRES, GRACA, FARIAS, 2003).

Na tabela 3, pode-se perceber que o grupo B, apresentou niumero médio de
axbnios mielinizados por campo muito inferior aos demais grupos. Este resultado -
padrdo de ndo regeneracao - era esperado, visto que nao se realizou reparo nervoso
(LIU et al., 1999; SATO, 2005). De outro modo, os animais dos grupos C, D, E e F,
apresentaram regeneracao axonal efetiva, confirmando o sucesso do reparo nervoso
realizado (ROSSETO et al., 2001; ROMAO et al., 2007). No entanto, ndo houve
diferenca entre os tipos de reparo, indicando que a adicdo do FCN no grupo F nao
potencializou a regeneragcao axonal.

Além disso, todos 0s animais submetidos ao RNTL apresentaram resultados
inferiores ao grupo controle, indicando que houve regeneracédo axonal, mas que esta
n&o atingiu os niveis de nervos n&o lesados (ROMAO et al., 2007).

Segundo Santos et al. (1998) é esperado que axdnios que regeneram através de
um reparo nervoso bem sucedido - por meio das técnicas disponiveis atualmente -
nunca alcancem valores similares ao grupo controle. Este fato, ja ressaltado por
diversos autores (MUELLER, 2001; CHEM, 2003; MARTINS et al., 2005a), foi o que
motivou o desenvolvimento desta pesquisa.

Ainda na tabela 3, pode-se perceber que, avaliando-se o diametro médio da
bainha de mielina, o grupo B apresentou reducgao significativa quando comparada aos
demais grupos — novamente confirmando a n&o regeneragdo axonal nestes animais
(ROMAO et al., 2007). Além disso, percebeu-se que ndo houve diferenca significante

entre os animais operados e o grupo controle, indicando que os axodnios regenerados
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nestes animais alcancaram os valores normais — confirmando a maturidade na
regeneracao obtida como RNTL (LEE et al., 2003; MUELLER, 2008).

Os resultados aqui apresentados foram préximos aos publicados por autores que
avaliaram o RNTL em estudos semelhantes — sem a associacdo do FCN. Romao et al.
(2007), por exemplo, obtiveram valores médios para o numero de axbnios de
22,42+4,14 e para o didmetro dos axbnios de 10,07+1,6. Mueller (2008) obteve o
numero médio de axdnios de 55,81+19,87 e diametro médio de 5,51+1,9. Em estudo
anterior, 0s autores obtiveram o numero médio de axbnios de 86,95+10,92 e diametro
médio de 7,69+0,90 (NUNES E SILVA et al., 2010).

A andlise morfométrica do MTC esquerdo foi realizada a partir da contagem do
namero e do diametro médio de fibras musculares por campo em cada grupo. Esse tipo
de analise histolégica também € comumente descrito na literatura como fidedigno para
avaliacdo de recuperacdo muscular pés-neurotmese no modelo tibio-fibular (ROMAO et
al., 2007). Quando ha desnervacdo muscular - como no grupo B - ou quando nédo
temos a regeneracdo axonal apds um reparo cirurgico, h4 atrofia do musculo analisado
e reducdo no didmetro de suas fibras (ROMAO et al., 2007; MUELLER, 2008).

Na tabela 4, po6de-se perceber que ndo houve variacdo no numero de fibras
musculares entre os grupos estudados. Este resultado era esperado, pois a cirurgia
n&o influiu diretamente na musculatura do animal (ROMAO et al., 2007). No entanto,
guando se analisou o diametro destas fibras, chegou-se a conclusfes interessantes.

No grupo B identificou-se importante reducdo no diametro — confirmando a
esperada atrofia muscular apds a seccdo do nervo fibular (MUELLER, 2008; ROMAO
et al., 2007). Quando se analisou os demais grupos, no entanto, percebeu-se que néo
houve diferenca entre os animais operados e 0 grupo controle. Este resultado
demonstrou que a regeneracdo axonal obtida com os diferentes tipos de RNTL, foi
suficiente para determinar a recuperacdo do diametro das fibras musculares,
assemelhando-se ao grupo controle (ROMAO et al., 2007). Novamente, a adi¢cdo do
FCN na CF no grupo F ndo determinou diferenca no resultado em relacdo aos demais
animais.

Os resultados aqui apresentados foram proximos aos apresentados por Romao et
al. (2007), que obtiveram numero médio de fibras, por campo, no grupo submetido ao
reparo cirargico de 26,25 e didmetro meédio de 55,17. Entretanto, foram diferentes dos
resultados obtidos por Mueller (2008), em que a autora ndo conseguiu, apds 0 RNTL,

que o diametro da fibra do musculo observado atingisse os valores do grupo controle.
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A massa do MTC é considerada uma alternativa valida para determinar a
regeneracdo axonal e sua repercussdo no masculo em estudo (ROMAO et al., 2007).
Na tabela 5, pdde-se perceber que ndo houve variacdo na massa do MTC direito em
todos os grupos, indicando que o procedimento cirdrgico realizado no MPE néo alterou
o membro ndo operado (MUELLER, 2008). Avaliando-se o MPE, percebeu-se que o
grupo B apresentou reducdo na massa do MTC esquerdo, quando comparado aos
demais grupos, indicando a ja esperada atrofia muscular pés-seccéo nervosa (ROMAO
et al., 2007).

Além disso, percebeu-se, mais uma vez, que nao houve diferenca nos valores
obtidos nos grupos operados, independente da técnica utilizada no reparo e da adi¢ao
do FCN no grupo F. Novamente, os animais dos grupos operados n&do alcangcaram os
valores do grupo A, indicando que o RNTL foi suficiente para diferencia-los do grupo B,
mas nao foi suficiente para que eles atingissem os valores da massa do MTC do grupo
controle (ROMAO et al., 2007).

Este resultado foi muito proximo ao relatado no estudo experimental de Kallianen
et al. (1999), no qual os autores afirmaram que, mesmo ap0s um reparo nervoso bem
sucedido, os musculos reinervados apresentam uma esperada diminuicdo da massa
muscular — em comparagao ao grupo controle.

Quanto a massa média do musculo reinervado, os resultados aqui apresentados
foram novamente préximos aos publicados por Roméo et al. (2007), que obtiveram
valores de 0,64g. Viterbo et al. (1998) obtiveram valores médios de 0,45g, mas
analisaram ratos Wistar mais jovens — o0 que prejudicou a comparacao dos resultados.

A andlise conjunta dos resultados aqui apresentados ofereceu as seguintes
conclusdes: os animais submetidos ao RNTL (grupos C, D, E e F), independente da
técnica de sintese utilizada, apresentaram regeneracdo axonal efetiva, com
consequéncias positivas semelhantes em todas as variaveis analisadas. A adi¢do do
FCN na CF, no grupo F, ndo potencializou a regeneracdo axonal do nervo operado,
bem como néo influenciou a recuperacao da fungcdo motora dos animais.

Segundo Cheng et al. (1998), Currie, Sharp & Martins (2001) e mais recentemente
Yu et al. (2009), entre as opg¢des disponiveis atualmente, a CF é o meio mais adequado
e certamente o mais promissor para a apresentacdo dos FN em um reparo nervoso.
Gao et al. (2008) e Bhang et al. (2006) acreditam ainda que a CF e o FCN possam
desempenhar efeitos positivos para a regeneracdo axonal, a partir de uma acéo

sinérgica duradoura no ponto de reparo.
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Os autores, todavia, enfatizaram que uma consideravel evolucdo da técnica ainda
€ necessaria para que sua utilizacdo, em larga escala, seja bem definida e ampliada
(GAO et al., 2008; BHANG et al., 2006).

Neste sentido, cabe ressaltar que resultados insatisfatorios ja foram descritos com
a técnica (MARCOL et al, 2004; HONDERMARCK, 2008) e as duvidas e
questionamentos ainda séo frequentes na literatura (CHUNZHENG et al.,, 2008;
CHENG et al., 1998; HUANG et al., 2003).

Alguns aspectos pontuais, referentes principalmente as caracteristicas especificas
da associacdo da CF com o FCN, precisam ser mais bem esclarecidos para que o
método seja consolidado como uma alternativa segura e aplicavel na rotina cirargica
(BHANG et al., 2007).

Dentre eles, por exemplo, € necessaria a melhor definicdo do gradiente ideal de
liberacdo do FCN pela CF apo0s sua aplicacdo no reparo, bem como € necessaria a
determinacdo do periodo em que a CF é capaz de manter o FCN ativo e atuante no
sitio cirargico (TERENGHI, 1999; OKAJIMA, TERZIZ, 2000) — fatores de fundamental
importancia especificamente para o RNTL protegido aqui avaliado.

A literatura apresenta consideracdes controversas sobre o tema. Segundo Bhang
et al. (2007), por exemplo, a CF libera FCN de forma continua e estavel por até duas
semanas, a partir da sua aplicacdo no reparo. De acordo com Zeng et al. (1994),
entretanto, esta liberacdo se da a partir de um pico - 18hs apés a aplicacéo -, sendo
entdo gradualmente reduzida, até sua total extingdo, cerca de 14 dias depois.

Contradizendo os autores anteriores, Currie, Sharp & Martins (2001), Auger et al.
(1993) e Xu et al. (1996) referiram que a CF inicia um processo de degradacédo
enzimatica e fagocitica, imediatamente apos sua aplicacdo no local, que dificiimente
leva mais de 10 dias, impedindo, desta forma, que o FCN seja liberado por mais tempo.

Segundo Bhang et al. (2007) o principal foco dos estudos mais recentes sobre o
assunto é prolongar o tempo de acdo do FCN no reparo, visto que este € considerado,
pela maioria dos autores, o fator de maior impacto na potencializacédo dos resultados.

No caso em estudo, a desejavel prolongacdo da acdo do FCN dependeria de
diferentes aspectos que vao desde a manipulacdo das caracteristicas especificas da
CF, passando pela alteracdo na densidade de cross-linking do gel, pela concentracéo

da fibrina na CF e por sua taxa de dissociacao da heparina (BHANG et al., 2007).
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Estas variaveis, ainda em estudos iniciais na literatura, poderiam ser modificadas
de acordo com as caracteristicas e necessidades de cada caso, retardando a liberacao
do FCN ainda ativo e alterando as taxas de sucesso da técnica (BHANG et al., 2007).

Seguindo esta tendéncia, Lee et al. (2003), obtiveram melhores resultados po6s-
operatorios a partir do aumento na concentracdo de heparina na mistura da matriz de
fibrina. Segundo os autores, a maior concentracao de heparina acabou por imobilizar o
FCN, diminuindo sua taxa de difusdo aquosa e retardando sua liberacdo no pés-
operatorio (LEE et al., 2003).

Bhang et al. (2007), no entanto, referiram que o ideal seria aumentar os indices de
trombina na associacao, visto que, desta forma, a densidade do cross-linking do gel de
fibrina seria elevada e a liberagéo do FCN retardada.

Outra alternativa recentemente descrita na literatura, na tentativa de prolongar a
liberacdo do FCN na forma ativa no reparo, foi proposta por Yu et al. (2009). Estes
autores relataram a potencializacdo dos resultados ao utilizarem o FCN envolvido em
microesferas polimerizadas - fixadas a CF. Segundo eles, esta modificagédo retardou a
liberacdo do FCN, sendo responsavel pela melhoria nos indices de regeneracao axonal
no pés-operatorio de RNTT (YU et al. 2009).

Em especial no RNTL protegido, realizado apenas com CF, acredita-se que, para
a potencializagéao dos resultados, o FCN tenha que estar presente e ativo, no ponto de
reparo, por mais tempo - quando comparado a um RNTT ou a um RNTL classico. Isso
seria necessario, pois o processo de brotamento axonal inicial em um nervo protegido
(ndo lesado) é mais lento e em menor escala do que em um nervo lesado — com o
epineuro violado (ZHANG et al., 1999 ; AKEDA et al., 2006; XIONG et al., 2003).

Em um RNTT, por exemplo, os axénios no cone de crescimento aparecem, no
ponto do reparo, em 2 dias. Em um RNTL classico, com suturas e com 0 epineuro
violado, este evento sO é detectado com forca a partir do décimo quinto dia (AKEDA et
al., 2006; LUNDBORG, 1994; SANANPANICH, 2007). O brotamento axonal em um
RNTL protegido — como o aqui realizado — ainda nao foi determinado, mas parece ser
consideravelmente mais lento quando comparado aos reparos citados acima (XIONG
et al., 2003; JUBRAN, WIDENFALK, 2003).

Por ndo incluir axoniotomia, o RNTL protegido acaba por estimular mais
tardiamente a liberacdo de FCN e o aumento da produgcdo de seus receptores de
membrana. Desta forma, o gradiente quimiotatico no reparo é reduzido e o brotamento

axonal acaba por néo ser estimulado tdo prontamente, quando comparado a um reparo
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com suturas (KINGHAN, TERENGHI, 2006; PU et al., 1999). Especificamente no RNTL
protegido, o processo quimiotaxico s6 é deflagrado, com forca, a partir da lise do
epineuro da face lateral do nervo doador pela acdo dos macréfagos recrutados até o
local (XIONG et al., 2003; DERBY et al., 1993; JUBRAN, WIDENFALK, 2003).

Essa caracteristica especifica do RNTL protegido — o atraso no estimulo a cadeia
do FCN e seus receptores - pode ter sido a principal responsavel pela ndo obtencado da
potencializacdo da regeneracéo axonal evidenciada no presente estudo.

Neste sentido, alguns autores ja referiram que pequenas lesdes no nervo doador -
pela confeccédo da “janela epineural” ou mesmo pelas minimas lesdes causadas pela
entrada da agulha na neurorrafia — poderiam ser necessérias para que melhorias nos
resultados fossem alcancadas com a técnica (AKEDA, et al. 2006; PONDAAG,
GILBERT, 2008; PANNUCCI et al., 2007; HANINEC et al, 2007, MILLESI,
SCHMIDHAMMER, 2007).

Segundo Bontioti et al. (2006), estas lesdes seriam suficientes para proporcionar
um maior contato endoneural, uma maior liberacdo de fatores de crescimento e um
maior estimulo a producdo dos receptores de membrana, contribuindo decisivamente
para a potencializacdo do brotamento axonal.

De acordo com Derby et al. (1993), Lee et al. (1999) e Zeng et al. (1994), com o
trauma nervoso - mesmo que minimo -, os niveis do FCN e dos seus receptores (trkA e
p75) disponiveis no reparo seriam ampliados e a potencializacdo dos resultados
poderia ser obtida com a técnica.

E importante considerar, no entanto, que alguns autores ja afirmaram que o RNTL
com suturas pode prejudicar o nervo doador, principalmente em nervos de pequeno
calibre (PARDINI, FREITAS, PLENTZ, 2005; PAPALIA et al., 2007; MUELLER, 2008).
O trauma inicial, determinado pela insercao da agulha durante a realizacéo da sutura, e
o trauma tardio, determinado pela formacdo continua de granulomas tipo corpo
estranho pela presenca permanente do fio inabsorvivel, sdo frequentemente
enfatizados pelos defensores da utilizacdo da CF (MARTINS et al., 2005a; MUELLER,
2001; CHEM, 2003). Segundo eles, além de prejudicar o nervo doador, a fibrose local,
resultante do trauma determinado pela neurorrafia, constitui um verdadeiro obstaculo
as fibras em regeneracdo, comprometendo ainda mais a recuperagdo e o prognostico
do paciente (VITERBO, TOHMAZINI, GIANINI, 1993; TORRES, GRACA, FARIAS,
2003).
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Segundo Akeda et al. (2006), Matsumoto et al. (1999) e Liu et al. (1999), a opcao
de lesar o nervo doador durante o tratamento cirargico ndo é mais aceitavel na pratica
clinica atual e, por isso, alternativas de RNTL que o preservem devem ser estimuladas
e estudadas. Neste sentido, o RNTL protegido, realizado neste estudo, alcanca o
principal objetivo de preservar ao maximo o nervo doador, reduzindo a morbidade do
procedimento e os riscos inerentes do trauma nervoso (MATSUMOTO et al., 1999).

Além disso, a realizacdo do procedimento apenas com CF facilita a execu¢do da
cirurgia, dispensando grande parte do aparato microcirdrgico caro e normalmente
indisponivel na maioria dos hospitais — principalmente em regides periféricas, podendo
ainda difundi-lo para cirurgides menos afeitos com o microscopio cirargico (MUELLER,
2001).

Mesmo que o estimulo inicial ao brotamento axonal lateral ocorra mais
tardiamente no RNTL protegido, pela preservacdo completa do epineuro, estudos
anteriores ja confirmaram a seguranca e os beneficios da técnica (MUELLER, 2001;
NUNES E SILVA, 2008). Os resultados aqui apresentados confirmaram, mais uma vez,
a obtencdo de indices finais de regeneracdo axonal e recuperacdo funcional
semelhantes ao obtidos com RNTL realizado com suturas.

Outro aspecto que cabe ser analisado é a relacdo especifica do modelo cirtrgico
experimental utilizado (Modelo Nervoso Tibio-Fibular) com o FCN e seus receptores de
membrana. Este modelo cirdrgico foi descrito por Viterbo (1992) e, desde entdo, vem
sendo preconizado por diversos autores nas investigacdes envolvendo o RNTL (ZHAO,
CHEN, CHEN, 1997; LUNDBORG, 1994; ROSS, MATSUDA, ZUKER, 1995; NOAH et
al., 1997a; NOAH et al., 1997b; ROSSETO et al., 2001; HAYASHI et al., 2004) e por
estas razdes foi a opcao no presente estudo.

Este modelo cirargico envolve e analisa primordialmente os componentes
motores dos ramos terminais do nervo ciatico do rato Wistar (VITERBO, 1992). Sabe-
se, no entanto, que estes nervos expressam os receptores trkA, de alta afinidade pelo
FCN, em pequena quantidade apos traumas (KINGHAN, TERENGHI, 2006).

No caso do RNTL realizado por meio do modelo nervoso tibio-fibular, o
transporte retrégrado do FCN exdgeno ao corpo axonal (onde 0 mesmo exercera suas
atividades) é determinado principalmente pelos receptores p75, que tem baixa
afinidade ao FCN e somente sao estimulados a partir da degeneragdo walleriana
(KINGHAN, TERENGHI, 2006). Especificamente no RNTL protegido, como essa

degeneracdo ocorre mais tardiamente, o estimulo da producdo e liberacdo dos
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receptores p75 € ainda mais lento, o que pode ter prejudicado a potencializacado dos
resultados com a técnica aqui utilizada (JUBRAN, WIDENFALK, 2003).

A partir das consideracdes aqui referidas, das caracteristicas proprias da técnica
estudada e dos resultados aqui apresentados, acredita-se que conclusdes definitivas
quanto a possivel potencializacdo do RNTL protegido, realizado apenas com CF
contendo FCN, dependerédo do desenvolvimento de novas linhas de pesquisa, em que
se possa manipular todos os componentes envolvidos no processo cirlrgico.

Nesse sentido, a investigagdo da associacdo do FCN no RNTL protegido,
utilizando os preceitos recentemente defendidos por Bhang et al. (2007) e por Yu et al.
(2009) e a avaliacdo da técnica em diferentes modelos cirargicos experimentais,
conforme indicado por Kinghan & Terenghi (2006), é desejavel e urgente, podendo
determinar a obtencao de resultados superiores com o0 método.

Parafraseando Levi-Montalcini e resumindo o entendimento atual sobre técnica,
Aloe (2011) referiu que o principal desafio do século XXI é transformar os paradigmas
impostos aos estudos sobre o FCN. Segundo o autor, é fundamental que se encontre
as indicacles reais da técnica, estabelecendo suas caracteristicas e definindo suas
limitacdes, para que se possa alcar o FCN a seu verdadeiro papel na microcirurgia
(ALOE, 2011).
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7 - CONCLUSAO

O FCN, associado a CF, nao foi capaz de potencializar os resultados do RNTL

protegido, em ratos.
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Anexo A — Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa em animais.
MINISTERIO DA EDUCAGAD
UNNEHRSIDADE FEDERAL DE MATD GROSSD DO SUL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 246/2009 do Doutorando
Daniel Nunes e Silva, sob a orientagdo da Prof® Dr* Andréia Conceicio
Milan Brochado Antoniolli Silva, referente ao projeto de pesquisa
“Fator de crescimento nervoso associado a cola de fibrina no
reparo nervoso término-lateral. Estudo Experimental em ratos”,
esta de acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com a legislacéo
vigente e demais disposi¢des da ética em investigacdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 26 de novembro de

2009.

Campo Grande (MS), 26 de novembro de 2009,

D%d’%éxﬁﬁ%em

Presidente da CEUA



Anexo B — Protocolo Cirdrgico Experimental.

PROTOCOLO CIRURGICO

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

Departamento de Clinica-Cirargica

Programa de Pé6s-Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Doutorando: Daniel Nunes e Silva

Orientadora: Prof. Dra. Andréia Brochado Antoniolli

Co-Orientador: Prof. Dr. Fausto Viterbo

Data [/ |/ Hora:_ : Protocolo NUmero:
Animal NUumero: Peso: Grupo:
Anestesia:

Intercorréncias:

Procedimento cirurgico:

Intercorréncias:

Tempo cirdrgico:

Evolucéo pds-operatoria:
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Anexo C — FCN utilizado no estudo.

Y PEPROTECH

Recombinant Murine p-NGF

Catalogh 450-34

Lot # O1073%94-]

Expiration Date: February 2012
Source: Foali

Sequence: MESTHPYFHM GEFSVCDEVS VIWVGDKTTAT
DIKGKEVTVL AEVMINNSYF ROYFFETKCR ASNPVESGCR
GIDSKHWHNSY CTTTHTRVEA LTTDERQAAW RFIRIDTACY
CWLSRKATRR G

Svannyms: beta-Merve Growth Factor

Deseription: [-MNGF is a neuratrophic factor
simecturally related o BONF, WT-3 and NT-4. These
proteins belomg to the cysteine-knot family of growth
factors that assume stable dimernic strctures, [i=MNGE
15 g potent neurcdrophic factor that signals through its
receptor B-MGFR, and plavs a crucial role in the
development and preservation of the sensory and
svmpathetic nervous systems. F-NOEF also acls os a
growth and differentintion factor for B lymphocyies
and enhances B-cell survival, The functional form of
murine [-MNOF s a nomcovalently disulfide-linked
homedimer. of two 13.4 kDa pelypeptide monomers
{240 toial amine acid residues). The three disultide
bonds are required for biological activity.
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Princeton Business Park, 3 Crescemt Ave,, PO Box 274
Raocky Hill, KI 08553 115A

Tele: G497 0255 Fao &00.497.0321

i tectcnn Email: mBsiEipeprotech.com

Parity: > 98% by SDS-PAGE gel and HPLC
#nalyses,

Endotoxin: Endotoxin level is = 0.1 ng fug of B-NGF
(=1EUfug).

Formulation: Sterile filtered through a 0.2 micron
filter, Lyophilized with no additives.

Reconstitution: Centrifuge the vial prior 1o opening.
Reconstitule in water 1o a concentration of 0.1-1.0
me/ml. Do wod vorex., This solution can be stored at
2-8°C for up to | week. For extended storape, it is
recommended to further dilute in a buffer containing a
carrier protein (example 0.1% BSA) and store in
working aliquots at -20°C to -80°C.

Storage/Stability: The lyophilized protein is stable at
room lemperanere for up to 1 month, Working aliquots
stored with a carrier protein are stable for at least 6
monihs at =20°C @0 -B0°C. Avoid repeated frecse/thaw
cycles.

Rinlogical activity: Determined by the dose-
dependent stimulation of the proliferation of human
TF-1 cells. The expected EDs is < 1.0 ng/ml,
corresponding to a specific activity of 1 x 10°
umitsmg.

Fur @ list of references usisg this product please visit oar webssie at
WL peprotech.com

Country of Origin: USA

——

f . -

..rri *’E— E-E g, - e
OC Manager

Usage: For Rescarch Use Only, Mot for use in dizynostic or therapeutic procedures.



Anexo D — Quadros e Tabelas apresentando o resultado integral do estudo.

Quadro 1: Massa
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g) dos animais no primeiro e no ultimo dia do experimento cirdrgico.

Rato GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D GRUPO E GRUPO F
. Dia . Dia . Dia . Dia . Dia . .
N. Dial 93 Dial 93 Dial 93 Dial 93 Dial 93 Dial | Dia 93
1 299 552 306 530 301 559 298 520 307 559 305 530
2 307 548 288 538 302 562 300 559 302 521 289 539
3 302 539 291 531 307 530 308 532 294 538 301 529
4 288 562 309 529 299 529 302 522 298 555 308 550
5 307 551 295 545 295 544 305 571 299 551 299 552
6 300 545 308 519 302 555 308 550 278 560 290 547
7 311 572 301 528 300 551 288 551 308 538 302 533
8 310 525 288 539 296 559 290 523 311 544 300 562
9 289 539 293 521 290 561 311 559 300 529 305 559
10 310 555 311 551 311 529 298 533 295 563 277 539
11 297 560 299 547 290 530 299 551 290 530 298 557
12 302 551 301 529 297 557 302 553 301 557 308 533
MED.| 302 |549,9 |299,2 |533,9 | 299 |547,2| 301 |543,7|298,6 | 5454 | 298,5 | 544,17
Gréfico 1: Peso dos animais (g) no primeiro e no ultimo dia do estudo.
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400 -
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200 -
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O -
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GRUPO A GRUPOB GRUPO C GRUPO D GRUPOE GRUPOF




124

Quadro 2: Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo A.

Teste |Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE
1|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED [1]|2]|3|4]|MED

SFI

21|20 21| 21| 20,75 20| 21]22|23] 21,50|32|33|33|32]| 32,50 | 33]|33|32|33]| 32,75 10| 10| 11} 10| 10,25| 10| 10| 11| 11| 10,50| -4,81

22| 21|23 21| 21,75| 21| 22|23|22| 22,00 | 31{32|32|32| 31,75| 31| 31| 32| 31| 31,25]| 11] 12| 12| 11} 11,50| 11] 11] 12| 12| 11,50| -6,94

2223|2321 22,25 [ 2223|2422 22,75 |33[33|32|32| 32,50 | 31|32|32|32| 31,75| 11] 11} 12| 12| 11,50| 11] 12| 11| 12| 11,50| -5,46

20| 21| 23| 21| 21,25(20|22| 21| 21| 21,00|33| 31|28 31| 30,75|28|33|32|33| 31,50| 10| 10| 11] 10| 10,25]| 12| 10| 10| 10| 10,50 | -10,70

22|23|22[20| 21,75|21|23|22|20| 21,50|33|32|32|33| 32,50 |34|33|32|32| 32,75| 11) 12| 12| 11] 11,50| 11] 12| 12| 12| 11,75| -10,06

20| 21|22 21| 21,00 (22| 21| 21|22| 21,50|35(34|34|36| 34,75 |35|34|34|34| 34,25 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 11] 12| 12| 12| 11,75| -5,92

21|22|20|22| 21,25|21|23|22| 21| 21,75|34|32|32|34] 33,00 |34|33|32|33| 33,00 | 12| 11} 12| 13| 12,00| 12| 11| 12| 11| 11,50| -6,78

21| 21|23|20| 21,25|21|20|22| 21| 21,00|33|34|32|34| 33,25 |35|34|35|34| 34,50 | 11| 12| 11} 11} 11,25| 11} 11} 11| 12| 11,25 -11,53

o|lo|~N|lo|o|r|lw|[Nd|k]|Z2

22|22|23|22| 22,25 [22|20|22|22| 21,50|34|32|32|33| 32,75|34|33|33|34| 33,50 | 11) 12| 12| 12| 11,75| 11] 12| 12| 11| 11,50| -13,65

10 |21f23|22] 21| 21,75|21|22| 21| 21| 21,25|31|32|32|32| 31,75|32|32|32|32| 32,00 | 12| 12| 12| 11} 11,75 12| 11| 12| 13| 12,00 -11,34

11 |25]|25| 21|23 23,50 [22|24|25|22| 23,25 |28|32|32| 31| 30,75|31|32|32| 31| 31,50| 11] 11} 11] 12| 11,25| 12| 12| 11| 10| 11,25| -10,90

12 [22|23|23|24| 23,00 |23|22|22|23| 22,50 |32|32|32|33]| 32,25 |32|32|32| 31| 31,75| 12| 12| 11| 10| 11,25| 12| 11| 12| 10| 11,25| -10,59
22|24|22(23| 22,75 [22|23|22|22| 22,25 |32|33|33|32| 32,50 |32|32|32|32| 32,00 | 11) 12| 12| 11] 11,50| 12| 12| 11| 12| 11,75| -10,33

22| 21| 21|23 21,75(22| 21|22 21| 21,50 |33(32|32|32| 32,25 33|34(32|33]| 33,00 | 12| 12| 12] 13| 12,25] 11] 12| 12| 11] 11,50| -11,76

22| 21| 21|22 21,50 (22|22|22| 21| 21,75|35(35|35|34| 34,75 35|34 |34|34| 34,25 | 13| 13| 12| 11] 12,25] 12| 12| 12| 12| 12,00| -7,25

23|23|22(23| 22,75 [23|23|22|22| 22,50 | 33|34|32|32| 32,75|33|35|32|33| 33,25 | 14| 14| 14| 14| 14,00 | 14| 14| 13| 14| 13,75| -10,83

22|23(23|22| 22,50 | 23| 23|22|22| 22,50 [35]36|32| 33| 34,00 |35|36|33]|32| 34,00 | 11| 13| 12| 14| 12,50| 11] 12| 12| 13| 12,00| -9,33

21] 21| 21| 21] 21,00 21| 21| 21| 23| 21,50|33|34|33|34| 33,50 |33|32|33|32] 32,50 | 12| 13| 14| 12| 12,75| 12| 12] 12| 13] 12,25| -5,57

23|23|22| 21| 22,25 21| 23|22|24| 22,50 [34|34|35|35]| 34,50 | 33|34|32|33| 33,00 | 11| 12| 13| 11| 11,75| 12| 12| 12| 12| 12,00| -5,62

1
2
3
4
5 22| 23| 21| 21| 21,75]| 21| 23| 21| 22| 21,75(34|33|33| 34| 33,50 | 35|33|33|33| 33,50 | 14| 13| 13| 12| 13,00 | 13| 14| 13| 13| 13,25| -8,54
6
7
8
9

23| 24|23 |24 23,50 [24|23|22|22| 22,75 |35[36|34|34| 34,75|34|35|32|32]| 33,25 | 13| 14| 12| 12| 12,75] 13| 13| 11| 13| 12,50| -10,90

10 | 21|22|22|24| 22,25|23|23|22]|24| 23,00 [33]|32(33]|35( 33,25|28|32|34|33| 31,75| 12| 12| 13| 14| 12,75| 12| 12| 13| 11| 12,00| -4,16

11 |22]22]|22[23| 22,25 22| 21|22|22| 21,75|33|34|34|34| 33,75[29|33|34|33| 32,25 | 13| 12| 13| 13| 12,75| 13| 12| 12| 13| 12,50| -9,82

12 | 21|22|21|22| 21,50|21|22|23]|22| 22,00 |32]|32[33]|32( 32,25|34|33|29|33( 32,25 | 12| 12| 12| 11| 11,75| 13| 12| 12| 13] 12,50| -5,40

2412223 [23| 23,00 [24|23|22|23| 23,00 | 33[32|33|32| 32,50 [33]33|32|33| 32,75 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 12| 12] 13| 11] 12,00| -9,09

22|23|22 (22| 22,25 [22|23|23|22| 22,50 | 33|34 |32|32| 32,75 [32|32|33|33| 32,50 | 12| 12| 13| 12| 12,25] 12| 12| 13| 12| 12,25| -7,28

25|24|23[24| 24,00 [23|22|23|23| 22,75 |35[35|34|35| 34,75 |35|34|33|35| 34,25 | 12| 13| 14| 13| 13,00| 12| 11} 13| 12| 12,00| -14,98

23|24|24 (24| 23,75 [ 23| 24| 25| 24| 24,00 | 33[32|32|32| 32,25 32| 34| 31|34 | 32,75 | 15| 12| 13| 14| 13,50| 15| 15| 12| 13| 13,75| -7,99

24123|24[23| 23,50 [24|23|24|23| 23,50 | 36|34 |33|32| 33,75|35|36|33|34| 34,50 | 15| 12| 15| 13| 13,75| 12| 13| 13| 14| 13,00| -10,38

2223|2224 22,75 [ 22| 23| 22| 24| 22,75 |35[35|34| 35| 34,75 |34|33|34|35]| 34,00 | 14| 14| 13] 12| 13,25]| 15| 13| 12| 12| 13,00| -8,22

23|24|25(25| 24,25 [24|24|24| 25| 24,25 |35[35|34|36| 35,00 | 36|34|33|33| 34,00 | 14| 15| 15| 13| 14,25| 13| 12| 14| 15| 13,50 -8,41
25|24|23[22| 23,50 [24|24|24|23| 23,75 |34[34|35|35| 34,50 [ 34|33|33|34| 33,50 | 11| 14| 12| 13| 12,50 | 13| 12| 13| 12| 12,50| -6,52
10 [23|23|23|22| 22,75|24|23|24|24] 23,75 |32|32|32|33| 32,25 |34|34|34|33| 33,75 | 15| 15| 15| 14| 14,75| 14| 14| 15| 13| 14,00| -6,44

1
2
3
4
5 25|24|22|23| 23,50 | 25| 24|23|25| 24,25 3535|3334 | 34,25 35| 31| 31|32| 32,25 | 15| 13| 13| 12| 13,25| 13| 14| 14| 15| 14,00| -2,32
6
7
8
9

11 |22]|23|22|22| 22,25 [23|24|23|24| 23,50 | 33|34|34|33]| 33,50 |34|33|34|32| 33,25 | 12| 13| 12| 13| 12,50 11] 14| 13| 13| 12,75 -2,10

12 [23|23|24|24| 23,50 |23|23]23|23] 23,00 |34|34|33|33| 33,50 |34]|32|34|33| 33,25 12| 12| 12| 13| 12,25| 15| 13| 12| 11| 12,75| -10,30

INIFNI FNI FN) PN PN N N ) NG NG N P A P P PR PR PR PR A A F P28 PO PO PO PR FOR FUR PR FOR PR PO PO TN PR IR (PR (PR (PRSP (P (PR (P (P (O O -4

1 25|23|24 (24| 24,00 [26|25|23|23| 24,25 |35[33|34|34| 34,00 | 34|34|35|34| 34,25 | 13| 12| 11] 13| 12,25| 13| 12| 13| 14| 13,00 -7,13
2 23|23|23(24| 23,25 [23| 24| 25| 24| 24,00 |34[34|33|33| 33,50 [33]|34|32|34]| 33,25 | 14| 16| 15| 14| 14,75] 15| 14| 15| 13| 14,25| -5,43
3 25|24|23|23| 23,75 23| 23|23|23| 23,00 [37]35|36|37| 36,25|36|36|34]|35( 35,25 | 13| 12| 14| 15| 13,50 | 14| 12| 14| 14| 13,50| -11,20
4 25]|23|25(24| 24,25 [ 25|26 | 25|24 | 25,00 | 33|34 |33 |32 33,00 [ 33|36|33|33| 33,75 | 15| 15| 14| 15| 14,75] 15| 14| 13| 14| 14,00| -6,96
5 26|26|24|23| 24,75 |25|24|23| 24| 24,00 [37]|34|34|35]| 35,00 |37|34|33]|35( 34,75 | 14| 14| 12| 15| 13,75| 15| 13| 14| 13| 13,75| -11,84
6 24123|25(25| 24,25 [ 25|24 | 24| 24| 24,25 | 33]29|33|34| 32,25 |35|34| 31|33 33,25 | 13| 14| 11] 16| 13,50| 13| 13| 14| 12| 13,00 -10,48
7 23]|23|23[23| 23,00 [23|23|24|23| 23,25 |35[36|34|34| 34,75 |36|36|35|32| 34,75 | 13| 13| 13| 14| 13,25]| 14| 15| 14| 13| 14,00| -6,86
8 25|25|25(26| 25,25 [ 25|24 | 24| 25| 24,50 | 37 36| 36|34 | 35,75 |37 |34|34|36| 35,25 | 14| 14| 14| 15| 14,25] 13| 16| 14| 13| 14,00| -11,75
9 25]|23|24 (23| 23,75 [ 26|24 | 25| 24| 24,75 | 34| 33| 35| 34| 34,00 [ 34| 35| 33| 34| 34,00 | 13| 14| 12| 14| 13,25] 15| 13| 12| 12| 13,00| -4,44
10 |25|25|24|25| 24,75 |23|24| 24|25 24,00 33|34 (33|35 33,75|35|33|34|34| 34,00 | 13| 15| 13| 15| 14,00 | 13| 14| 14 14| 13,75]| -12,64
11 |25]|24|23[24| 24,00 [26|25|23|24| 24,50 | 34| 35|34 |35| 34,50 [ 33|32|35|36| 34,00 | 13| 13| 13| 13| 13,00| 12| 13| 12| 14| 12,75| -6,22
12 [25|23|26|24| 24,50 | 25|23 |24|24| 24,00 | 36|35|34|34| 34,75 |34|34|35|34| 34,25 | 13| 13| 11| 12| 12,25| 14| 15| 11| 13| 13,25 -9,40
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Quadro 3:  Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo B.
Teste | Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE SFI

N. N. 1|2|3|(4|mMED [1|2(3|4|MED |21|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |[1]|2]|3(|4|MED

1 1 20| 21| 21|20| 20,50 | 21| 20| 21| 22| 21,00 31|32|33| 31| 31,75|32|32|32|33| 32,25 | 11| 11} 11| 10| 10,75| 11] 11f 12| 11| 11,25] -6,11
1 2 21122|22|22| 21,75|22| 21|22| 21| 21,50|32| 31|32 31| 31,50 31| 31| 32|32| 31,50 10 11} 12| 12| 11,25( 10| 11| 11f 11} 10,75| -10,65
1 3 23|22|24)|22| 22,75 23| 23|23|22| 22,75 [32]|33|34|32]| 32,75|33|32|32| 31| 32,00 | 11| 11} 11| 10| 10,75| 12| 11f 11} 11} 11,25 -7,30
1 4 21120|22|22| 21,25| 21| 21| 21| 21| 21,00|32|32|32|29| 31,25|33|33|32]| 31| 32,25 11f 10| 11| 11| 10,75( 11} 11| 11| 12| 11,25| -10,70
1 5 21122|23|21] 21,75|22|22|22| 21| 21,75|32| 31|33| 33| 32,25 3334|3233 33,00 | 11f 10{ 12| 10| 10,75( 10} 10| 11| 10| 10,25| -10,31
1 6 21120|22(20] 20,75 |22| 21| 20| 22| 21,25|33|32|33|33| 32,75|34|33|34|33] 33,50 | 11| 12| 11| 12| 11,50| 12| 12| 11| 12| 11,75| -6,75
1 7 24|22|22| 21| 22,25 | 21| 23|22| 21| 21,75(34|34|32|34] 33,50 |35|35(|32|32( 33,50 | 10| 11} 12| 11| 11,00| 11| 11| 10| 10| 10,50 | -11,87
1 8 22| 21|22| 21| 21,5022 21|20| 21| 21,00(36]35|35|35]| 35,25|35|34|34|35( 34,50 | 13| 12| 12| 12| 12,25| 12| 12| 11| 11 11,50| -11,35
1 9 21| 21|22 21] 21,25|22|22|22|20| 21,50|33|34|32|34| 33,25|34|34|32(|32]| 33,00 | 12| 11} 11| 11| 11,25 10} 11} 11| 10| 10,50| -8,11
1 10 |22]|22|23|22| 22,25 | 21| 21| 21]|22| 21,25|32|34|34|33]| 33,25[33]33|33]|33| 33,00 | 11| 13] 12| 12| 12,00 12| 12| 12| 12| 12,00 | -13,43
1 11 |22|21|21|22| 21,50|22|22]|23|22| 22,25 [30]33|32|33] 32,00|32|32]|32|33( 32,25 | 12| 12| 11| 12| 11,75| 13| 12| 12| 11| 12,00| -5,00
1 12 |23|22|22|22]| 22,25 |23|22|22|24| 22,75 |33|34|33|34| 33,50 | 34|32|34|34| 33,50 | 10{ 12| 10| 11| 10,75| 11} 12| 11| 12| 11,50| -5,41
2 1 23|23|22| 24| 23,00 | 11| 8 | 12| 12| 10,75(31]|32|32|32| 31,75|35|37|33|32| 34,25 | 12| 12| 11| 11| 11,50 7| 3| 7| 4| 525 | -77,36
2 2 22|23|22|22| 22,25 | 15| 12| 14| 11| 13,00(32]32|33|32]| 32,25|34|33|34|39| 35,00 | 11| 12| 11 13| 11,75 9| 7| 5| 9| 7,50 | -62,40
2 3 23| 22| 21| 21| 21,75| 12| 13| 14| 13| 13,00 (3333|3333 33,00 |33|35(|33|32| 33,25 | 12| 13| 12| 13| 12501 9| 6| 9| 9| 8,25 | -57,66
2 4 22|23|22|22| 22,25 | 13| 12| 5| 12| 10,50(33]|32|32|33]| 32,50 |32|32|39|32| 33,75 | 12| 12| 14| 13| 12,75| 8| 8| 7| 7| 7,50 | -73,58
2 5 24| 22|22| 21| 22,25 | 13| 13| 14| 13| 13,25(33|34|33|34]| 33,50 | 32|33|33]| 31| 32,25 | 14| 13| 13| 14| 1350| 7| 8| 6| 8| 7,25 | -57,82
2 6 23|23|22|22| 22,50 | 14| 5| 14| 15| 12,00(34|34|32|35] 33,75|34|34|35|34| 34,25| 12| 13| 12| 13| 1250| 6| 7| 7| 8| 7,00 | -66,32
2 7 22|22(22|23| 2225 8| 7| 9| 11| 8,75 [36]36|33|35]| 35,00|36|32|37|33| 34,50 | 12| 13| 13| 12| 12,50| 7| 9| 10| 9| 8,75 | -78,68
2 8 22| 24|22|22| 22,50 | 15| 15| 15| 15| 15,00 3534|3536 35,00 |35|36|36|37| 36,00 | 12| 12| 13| 11| 12,00| 8| 7| 4| 9| 7,00 | -51,94
2 9 23| 22|23| 21| 22,25 | 16| 16| 15| 16| 15,75(33|32|34|35| 33,50 |35]|34|33|35| 34,25 | 13| 13| 12| 12| 1250| 6| 9| 9| 9| 8,25 | -46,17
2 10 [22|22|22|23| 22,25 | 15| 15| 13| 14| 14,25]|32|32|33|33| 32,50 |33|33|33|32| 32,75 12| 12| 12| 13| 1225/ 6| 6| 7| 6 | 6,25 | -54,98
2 11 |23|23|22|22| 2250|111 6| 4| 9| 7,50 [33]34|33|33] 33,25|32|33|34|33| 33,00 14| 12| 13| 14| 1325| 8| 7| 6| 7| 7,00 | -87,79
2 12 |22]|22]|22|22] 22,00 | 16| 15| 14| 16| 15,25|33|32|33| 31| 32,25 | 34|39|33|32| 34,50 | 12| 13| 12| 13| 1250 9] 9] 9| 9| 9,00 | -48,79
3 1 23|22|24|23| 23,00 | 15| 15| 14| 14| 14,50(32]32|33|33| 32,50 | 31|38|32|32| 33,25 | 12| 13| 12| 14| 12,75| 7| 6| 7| 6 | 6,50 | -56,67
3 2 23|23|22| 24| 23,00 | 13| 14| 13| 13| 13,25(33|33|32|33| 32,75|36|30|27]|29| 30,50 | 13| 12| 13| 13| 12,75| 9| 8| 8 | 8 | 8,25 | -57,28
3 3 22|22|23|22| 22,25 | 14| 11| 13| 10| 12,00(34]|34|34|34| 34,00 |38|33|39|38| 37,00 | 14| 14| 13| 13| 13501 6| 9| 9| 9| 8,25 | -67,80
3 4 24|23|22|22| 22,75 | 11| 10| 10f 11| 10,50(33]33|32|33]| 32,75|29| 21|28 31| 27,25 | 12| 12| 13| 14| 12,75| 3| 5| 7| 8| 5,75 | -68,63
3 5 24|24|22|24| 23,50 | 15| 14| 8 | 15| 13,00(34|35|34|33| 34,00 |22|29|33|30| 28,50 | 15| 13| 15| 15| 1450| 7| 7| 5| 8| 6,75 | -58,64
3 6 25| 24|24 24| 24,25 | 13| 12| 13| 11| 12,25(33]|34|33|34| 33,50 |30|37|39|32| 34,50 | 15| 14| 15| 14| 1450| 9| 7| 6| 9| 7,75 | -70,32
3 7 23| 23|22|25]| 23,25 | 11| 12| 15| 14| 13,00(36|35|34|36| 35,25|34|33|34|35| 34,00 | 15| 14| 13| 15| 14251 9| 9| 9| 9| 9,00 | -60,62
3 8 23| 24|25|23| 23,75 | 11| 12| 13| 11| 11,75(35]|34|34|34| 34,25 |36|34|33|33| 34,00 | 13| 15| 15| 13| 14001 8| 8| 7| 7| 7,50 | -70,02
3 9 24| 24|24|23| 23,75 | 12| 12| 14| 11| 12,25(33|34|35|33]| 33,75|34|33|33|34| 33,50 | 13| 14| 12| 14| 1325| 7| 8| 8| 8| 7,75 | -67,06
3 10 |24|23|24|23| 23,50 | 12| 13| 12| 5] 10,50|35]|32|35|33| 33,75|34|34|34|33| 33,75 | 14| 13| 14| 14| 13,75/ 6| 7| 7| 8| 7,00 | -75,90
3 11 |23|22|22|22| 22,25 | 11 11] 12| 12| 11,50(33]32|34|33| 33,00 |34|33|34|39( 35,00 | 15| 13| 15| 14| 1425| 7| 9| 6| 9| 7,75 | -70,09
3 12 |22|23|24]|23| 23,00 | 8| 12| 14| 11| 11,25|34|35(33|35| 34,25|34|32|34|33| 33,25 | 11| 12| 12| 13| 12,00 6| 3| 6 | 5| 5,00 | -71,38
4 1 26|24|24|25| 24,75 | 12| 13| 14| 13| 13,00(35]33|34|33]| 33,75|28|36|37|39| 35,00 | 13| 14| 14| 15| 1400| 8| 8| 7| 6| 7,25 | -68,62
4 2 24|23|23|25| 23,75 6 | 11| 13| 7| 9,25 [34]|34|33|35]| 34,00 |30|31|34|39| 33,50 | 13| 14| 14| 14| 13,75| 6| 7| 4| 5| 5,50 | -83,07
4 3 2424|2324 23,75 | 12| 14| 12| 13| 12,75(33|35|33|34]| 33,75|33|32|33|32| 32,50 | 13| 12| 16( 15| 14001 4| 6| 6 | 8 | 6,00 | -65,70
4 4 22|23|22]22] 22,25 | 13| 10| 12| 13| 12,00|37|34(37|33] 35,25 [32|32| 31| 32| 31,75| 13| 14| 14| 15| 1400| 6| 6| 3| 4| 4,75 | -64,23
4 5 25|26|26]24] 25,25 | 12| 11} 11} 12| 11,50|32|35(35|35| 34,25 [32|33|33| 31| 32,25 | 14| 15| 13| 15| 1425| 8| 4| 3| 4| 4,75 | -75,06
4 6 25|23|25|24| 24,25 5| 12| 11] 8| 9,00 [36|36|33|34| 34,75|34|34|35|34| 34,25| 13| 14| 14| 15| 1400 7| 5| 5| 5| 5,50 | -85,18
4 7 24|23|24|23| 23,50 | 14| 12| 14| 11| 12,75(33|36|35|35]| 34,75 31|32|32|37| 33,00 | 16| 16| 13| 14| 1475| 8| 5| 6| 5| 6,00 | -64,85
4 8 22| 24|25|24| 23,75 | 12| 12| 12| 11| 11,75(36]34|36|34| 35,00 |35|36|36|37| 36,00 | 15| 13| 16| 15| 14,75| 5| 3| 8| 7| 5,75 | -73,34
4 9 26| 24|24|24| 24,50 | 11| 11| 12| 12| 11,50(37|36|35|34| 35,50 |35|34|33|35| 34,25 | 14| 14| 11| 15| 1350| 9| 6| 6 | 5| 6,50 | -72,45
4 10 |[26]|25|24|26| 25,25 | 11| 12| 14| 11| 12,00|33|33[33| 35| 33,50 | 39|33|36|39| 36,75 | 14| 15| 13| 14| 14,00| 5| 6] 9| 5| 6,25 | -77,34
4 11 |26|24|25|24| 24,75 | 12| 13| 14| 13| 13,00(34]35|36(35]| 35,00 | 35|33|40|39( 36,75 | 15| 13| 15| 14| 14251 3| 7| 5| 6| 525 | -71,10
4 12 |26|23|26|23| 2450| 5| 7| 8|10] 7,50 |36]|35(36|36| 35,75|34|33|33|37| 34,25 | 14| 13| 14| 12| 1325| 7| 4| 6| 6| 575 | -90,70
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Quadro 4: Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo C.
Teste | Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE SFI

N. N. 1|2|3|(4|mMED [1|2(3|4|MED |21|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |[1]|2]|3(|4|MED

1 1 20|20(20| 21| 20,25 | 21| 21|20|20| 20,50 [ 31|32|32|32| 31,75]32|32|32|32| 32,00 | 11| 11} 11| 11| 11,00 12| 12| 11} 10| 11,25| -7,45
1 2 21] 21| 22(22] 21,50|22|22|22| 21| 21,75|33|33|33| 31| 32,50 | 30|34|32|32] 32,00 | 12| 11 11] 12| 11,50| 12| 12| 11| 12| 11,75| -6,65
1 3 23| 22|24|22| 22,75 23| 22|22| 21| 22,00 [32]33]32| 31| 32,00 |30|32|32| 31| 31,25| 12| 12| 12| 12| 12,00 12| 10| 11| 11} 11,00| -12,62
1 4 21120|22(22] 21,25|24|23|22|20| 22,25 |34|32|33|32| 32,75|33|34|33|30| 32,50 | 11| 11} 11} 12| 11,25| 11} 10| 11| 11] 10,75| -3,95
1 5 23| 24| 21|22| 22,50 | 23| 23|23|23| 23,00 [33]|33]33|33]| 33,0032|33|32]| 31| 32,00 | 10| 11} 10| 12| 10,75| 10| 11f 11| 13| 11,25]| -4,59
1 6 22|22 21| 21| 21,50 21|20|22| 21| 21,00(34|34|34|32]| 33,50 |34|33|32|31| 32,50 | 11| 11} 12| 12| 11,50 12| 11| 11| 11} 11,25| -10,49
1 7 23| 22| 21| 21| 21,75]|22|23|23|23| 22,75 [35]|33|33|34| 33,75|34|34|35|34| 34,25 | 12| 12| 12| 11| 11,75| 12| 12| 12| 11] 11,75| -4,33
1 8 22|22|22|22| 22,00 |20| 21|23|22| 21,50 (36]33|33|34| 34,00 |34|34]|33]33( 33,50 | 12| 12| 13| 12| 12,25| 12| 11| 12| 12| 11,75| -11,27
1 9 21)22| 21| 21] 21,25|22|22|22|22| 22,00 |33|33|32|34| 33,00 |34|34|33|33] 33,50 | 12| 12| 11] 11| 11,50| 13] 12] 12| 12| 12,25| -4,65
1 10 |22]|24|23|22| 22,75 | 21| 21| 21|22 21,25|33[30|33|32| 32,00 | 31|32 31|32| 31,50| 11| 12| 12| 13| 12,00 11| 11| 11| 12| 11,25| -16,25
1 11 |24|22|22|24| 23,00 |23|23]|24| 21| 22,75 (30| 31| 31|32| 31,00]|33|33]|32|33( 32,75 | 12| 11| 12| 12| 11,75| 13| 13| 12| 11| 12,25] -11,59
1 12 |23]|20|23|23| 22,25 |22|22|22|21| 21,75|33|34|30| 31| 32,00 | 31|30 31|32| 31,00| 11f 12| 11| 11} 11,25| 11| 11| 10| 10| 10,50 | -10,95
2 1 22|23|22|23| 22,50 | 11 8 | 11} 9| 9,75 [32]33]32|33| 32,50 |35|35|37|33| 35,00 | 11| 11 12| 11| 11,25 3| 7| 6| 9| 6,25 | -79,71
2 2 22|23|22|23| 22,50 | 15| 12| 14| 12| 13,25(33| 31|32| 31| 31,75]|34|33|33|34| 33,50 | 12| 12| 12| 13| 12,25| 7| 5| 8 | 10| 7,50 | -61,08
2 3 23| 22| 21|22| 22,00 | 12| 11| 14| 11| 12,00(35]|32|35|32]| 33,50 | 33|34|35|33| 33,75 | 13| 11| 12| 11| 11,75| 6 | 9 | 12| 7 | 8,50 | -62,54
2 4 22| 23|22|22| 22,25 | 13| 12| 11| 12| 12,00(33]33|32|33]| 32,75|32|32|32|39| 33,75 | 14| 12| 13| 14| 1325| 8| 7| 11| 5| 7,75 | -65,93
2 5 24| 21| 22| 21| 22,00 | 10| 13| 14| 14| 12,75(34|33| 31| 33| 32,75|32|32|33|33| 32,50 | 14| 12| 12| 12| 1250| 8| 6| 7| 5| 6,50 | -60,93
2 6 23|23|23|22] 22,75 | 14| 11] 14| 11| 12,50|35(33 (32| 33| 33,25[34|33|34|35| 34,00 | 12| 14| 13| 14| 13,25| 7| 7| 8 | 10| 8,00 | -64,27
2 7 22|23(22]|23]| 2250 8| 7| 9| 10| 850 [33|34]32|34]| 33,25|36|35|32|37| 35,00 12| 12| 13| 12| 12,25| 9| 10| 9 | 11] 9,75 | -81,66
2 8 22|23|22|22| 22,25 | 15| 15| 15| 15| 15,00(34|36|35| 36| 35,25|35|35|36|36| 35,50 | 11| 12| 13| 11| 11,75 7| 4| 6 | 10] 6,75 | -50,41
2 9 23| 22|23| 21| 22,25 | 11| 16| 12| 16| 13,75(35]|35|34|35]| 34,75|35|36|34|33| 34,50 | 13| 12| 12| 12| 12,25| 9| 9 | 10| 4| 8,00 | -54,97
2 10 |[22]22]|22(22] 22,00 | 15| 15| 13| 15| 14,50 (33|33 [32|33| 32,75 |33|34|33|33| 33,25| 12| 13| 13| 14| 13,00| 6 | 7| 11| 5| 7,25 | -52,60
2 11 |23|23|22|23|22,75| 9| 6| 4| 7| 650 [33]32|34|32] 32,75|32|33]|33|34( 33,00 13| 12| 12| 13] 1250| 7| 6 | 5| 13| 7,75 | -92,36
2 12 |22]|22|22|22| 22,00 | 16| 15| 14| 15| 15,00 (32|33 [32|33| 32,50 | 34|35|39|33| 35,25 | 12| 11| 12| 11] 11,50| 9| 9] 10| 5| 8,25 | -50,64
3 1 23|22|24|23]| 23,00 | 15| 15| 14| 15| 14,75(33|33|33|33| 33,00 | 31|32|38|32| 33,25 | 12| 12| 13| 12| 1225| 6 | 7 | 11| 9| 8,25 | -52,71
3 2 23|23|22|23| 22,75 | 13| 14| 13| 14| 13,50(33]32|32|32] 32,25|36|37|30|27| 32,50 | 12| 12| 13| 12| 12,25| 8| 8 | 5| 12| 8,25 | -57,96
3 3 22|23|23|22| 22,50 | 14| 11| 13| 11| 12,25(35]33|34|34| 34,00 |38|38|33|39| 37,00 | 12| 13| 12| 13| 1250 9| 9| 11| 7| 9,00 | -65,79
3 4 22|23|22|22| 22,25 | 11| 10| 10f 11| 10,50(33|34|33|34| 33,50 |39|35|33|28| 33,75 | 15| 14| 14| 14| 1425| 5| 7| 10| 6 | 7,00 | -73,68
3 5 24|24|22|24| 23,50 | 15| 14| 8 | 14| 12,75(35]33|34|33]| 33,75|38|37|37|33| 36,25 | 15| 12| 13| 12| 13,00 7| 5| 11| 5| 7,00 | -67,87
3 6 25|24|25|24| 24,50 | 13| 12| 13| 12| 12,50 36|34|33|34| 34,25130|33|37|39| 34,75 | 15| 15| 13| 13| 14,00 7| 6| 7 | 10| 7,50 | -69,17
3 7 23| 23|22|25]| 23,25 | 11| 12| 15| 13| 12,75(35|33|34| 33| 33,75|34|35|33|34| 34,00 | 14| 15| 14| 12| 13,75| 9| 9| 4| 5| 6,75 | -6531
3 8 23| 24|25|23]| 23,75 | 11| 12| 13| 12| 12,00(35]|36|34|36| 35,25 |36|37|34|33| 35,00 | 14| 15| 14| 13| 1400| 8| 7| 6| 7| 7,00 | -69,35
3 9 24|24|25|23| 24,00 | 12| 12| 14| 11| 12,25(34|35|34| 35| 34,50 | 34|35|33|33| 33,75 | 11| 13| 15| 13| 13,001 8| 8| 8| 9| 8,25 | -66,44
3 10 |24|23|24|23| 23,50 | 12| 13| 12| 13| 12,50|32|33|32|33| 32,50 | 34| 35| 34| 34| 34,25 | 15| 13| 14| 14| 14,00 7| 7| 3| 9| 6,50 | -69,24
3 11 |23|24|22|24| 23,25 | 11| 11] 12| 11| 11,25(33|35|34|35| 34,25 |34|36]33|34| 34,25 | 12| 14| 13| 13| 13,00 9| 6 | 10| 9| 8,50 | -69,92
3 12 |22|23|24|23| 23,00 | 8| 12| 14| 12| 11,50|34|33|33|33| 33,25 |34|37|35|34| 35,00 | 12| 15| 13| 13| 1325| 3| 6| 6| 7| 550 | -73,35
4 1 26|24|24|25| 24,75 | 21| 21| 22| 22| 21,50(35|34|35|34| 34,50 | 32| 31| 30| 32| 31,25] 13| 11| 12| 13| 12,25| 11| 10| 11| 10| 10,50 | -21,47
4 2 24|23|23|25]| 23,75 | 22| 21| 22| 21| 21,50(34|35|33|35]| 33,00 |34|30| 31|29| 31,00 14| 13| 14| 14| 13,75| 12| 11| 12| 13| 12,00 | -18,55
4 3 24124|23|24] 23,75 |22|22]22]22| 22,00 |37|35|36| 34| 35,50 | 28| 29| 31| 29| 29,25 | 13| 13| 14| 15| 13,75 13| 11| 12| 11] 11,75| -12,06
4 4 22|23|25|22| 23,00 |23|20|22| 21| 21,50(33|33|33|33| 33,00]31|30|30]|30| 30,25 | 15| 13| 12| 15| 13,75| 12| 12| 13| 14| 12,75| -13,72
4 5 25|26|26|24] 25,25 | 23| 21| 22|22 22,00 | 37|37 |36|37| 36,75 | 27| 24| 31| 34| 29,00 | 14| 13| 14| 15| 14,00]| 12| 12| 12| 12| 12,00| -16,72
4 6 25|23|25|24| 24,25 | 9| 12| 11 12| 11,00(33]|32|33|34] 33,00|39|35|36|38| 37,00 | 13| 14| 15| 16| 1450| 6 | 5| 11| 9| 7,75 | -79,46
4 7 24126|24|26| 25,00 |22|23|22|23| 22,50 3536|3436 3525]30|29|29]|28| 29,00 | 13| 13| 14| 14| 13,50 | 13| 12| 13| 12| 12,50 | -13,94
4 8 25|24|25|24| 24,50 | 21| 22|22|22| 21,75(37|33|36|33| 34,7535|33|32|32| 33,00 | 14| 16| 16| 15| 15,25| 11} 12| 13| 11} 11,75| -22,21
4 9 26|24|24|24| 24,50 | 10| 11| 10f 11| 10,50(35]|36|35|36| 35,50 |39|37|36]|30| 3550 | 13| 15| 13| 14| 13,75| 7| 6 | 10| 5| 7,00 | -77,90
4 10 [26|25|24|26| 25,25|21|22]|20]| 19] 20,50 | 33|37|33|37| 35,00 |30]|29]| 31|29 29,75 | 13| 14| 14| 15| 14,00 12| 13| 11| 12| 12,00 -25,55
4 11 |26|24|25|24| 24,75 | 12| 12| 13| 14| 12,75(34]33|34|34| 33,75|39|37|40| 37| 38,25 | 13| 14| 15| 13| 13,75| 4| 5| 11| 5| 6,25 | -74,25
4 12 |24|23|24|24| 23,75)|22|20|22]|20| 21,00|36(35]|34|35| 35,00 |27]|24|31]|33| 28,75 | 13| 15| 13| 12| 13,25| 12| 11| 10| 12| 11,25| -16,65
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Quadro 5:  Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo D.
Teste | Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE SFI

N. N. 1|2|3|(4|mMED [1|2(3|4|MED |21|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |[1]|2]|3(|4|MED

1 1 22|22|22| 21| 21,75]|22|20|22|22| 21,50| 31| 31|32|32| 31,50(/32|32|32|31| 31,75 11f 10| 11| 11 10,75| 12| 11| 11| 10| 11,00| -10,05
1 2 21120|22(22] 21,25|22| 21| 21| 21| 21,25|32|32|32| 31| 31,75|32|32|32|30| 31,50| 10| 11 11} 12| 11,00| 12| 11} 11| 12| 11,50| -7,89
1 3 20|20 21|20| 20,25 | 22| 22|23| 21| 22,00 {30]32|32|32| 31,5029 31| 31|32 30,75 | 10| 11} 12| 12| 11,25| 12| 12| 11| 11 11,50| 1,87
1 4 20| 21|23 21| 21,25]| 21|22|22| 21| 21,50(32]|33|31|30| 31,50]33|33|33|33| 33,00 11| 11} 11| 11| 11,00 12| 12| 12| 11] 11,75| -8,43
1 5 23|22|22| 21| 22,00 | 22| 24|22| 21| 22,25 |29 31| 31| 32| 30,75]32|33|32|33| 32,50 | 12| 12| 12| 10| 11,50| 11} 12| 10| 12| 11,25| -10,02
1 6 21 21| 21| 21] 21,00|22|22| 21|22 21,75|33|33|33|33| 33,00 |33]|33|34|33]| 33,25 | 11| 12| 11| 12| 11,50( 11} 11| 11| 12| 11,25| -5,47
1 7 21123|22|21] 21,75 21|20| 22|22 21,25|32|32| 31| 33| 32,00 | 34|34|32|34| 33,50 | 10{ 11} 12| 11| 11,00( 13| 11| 12| 11] 11,75| -12,21
1 8 22|22|22| 21| 21,75]|22|22|22|22| 22,00 [34]33|32|33]| 33,00 | 33| 31| 31|33| 32,00 | 13| 12| 11| 13| 12,25| 10| 11| 12| 12| 11,25| -7,47
1 9 22|23|23|22| 22,50 | 21| 21| 22| 21| 21,25|34|34|33|33| 33,50 |33|34|34|33| 33,50 | 10| 12| 11| 12| 11,25| 10| 12| 12| 11} 11,25| -14,88
1 10 |22]23|21| 21| 21,75)|20|22|22| 21| 21,25|35(|33|33|34| 33,75|33|33|33|32| 32,75 | 11| 11] 12| 12| 11,50| 12| 13| 12| 13| 12,50| -9,03
1 11 |22|20| 21|22 21,25|22|22]|23| 21| 22,00 [32]31|33|30| 31,50]|32|32]|32|32( 32,00 | 10| 11} 10{ 11 10,50 | 12| 11| 11| 11| 11,25] -4,59
1 12 |23|23|23|22]| 22,75 |23|23|23|23| 23,00 |32|32]32|32| 32,00 |33|32|33]|30| 32,00 11| 12| 11| 11} 11,25| 11} 11f 12| 12| 11,50| -7,30
2 1 23|23|23|23| 23,00 11| 9| 8 | 12| 10,00(33]|32|33|32]| 32,50 |33|35|35|37| 35,00 | 12| 11| 12| 11| 11,50 7| 6| 9| 7| 7,25 | -78,55
2 2 23| 23|22 23| 22,75 | 14| 12| 12| 12| 12,50 31|32|32|32| 31,75]|34|34|33|33| 33,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 5| 8 | 10| 9| 8,00 | -64,68
2 3 23| 22| 21|22| 22,00 | 14| 11| 13| 14| 13,00(32|35|35|34| 34,00 | 35|33|34|35| 34,25 | 13| 11| 13| 11| 12,00| 9 | 12| 7 | 11] 9,75 | -56,37
2 4 22|23|22| 21| 22,00 | 11| 9 | 12| 5| 9,25 [33]32]32|32]| 32,25|36|32|32|32| 33,00 | 14| 14| 14| 13| 13,75| 7 | 11| 5| 10| 8,25 | -78,47
2 5 24| 21| 22| 21| 22,00 | 14| 14| 13| 14| 13,75(33|32|33| 34| 33,00 | 36|32|32|33| 33,25 | 13| 13| 14| 12| 13,001 6| 7| 5| 8 | 6,50 | -56,80
2 6 2323|2322 22,75 | 14| 11| 5] 14| 11,00|33|32|32| 33| 32,50 | 35|34|33|34| 34,00 | 11| 12| 12| 14| 12,25| 7| 8 | 10| 8 | 8,25 | -71,47
2 7 22|23|241231 23,00 9]10] 7| 11| 9,25 |34|32(33|34] 33,25[34|36|35]|32| 34,25 12| 12| 12| 12| 12,00| 10| 9 | 11| 10| 10,00| -77,63
2 8 22|23|22| 21| 22,00 | 15| 15| 15| 15| 15,00(36]35|35|35]| 35,25|34|35|35|36| 35,00 | 11| 12| 11 12| 11,50| 4| 6 | 10| 7| 6,75 | -48,86
2 9 23| 22|23| 21| 22,25 | 12| 16| 16| 15| 14,75(35|34|34| 34| 34,25|34|35|36|34| 34,75 | 13| 13| 13| 12| 12,75| 9| 10| 4| 9| 8,00 | -51,22
2 10 [22|22|22|22| 22,00 | 13| 15| 15| 13| 14,00|33|32|33|35]| 33,25 | 31|33|34|33| 32,75 | 12| 12| 12| 13| 12,25 7| 11| 5| 10| 8,25 | -52,39
2 11 |23|23|22|23|22,75| 111 7| 6| 4| 7,00 [32]34|34]|34| 33,50|35(32|33|33| 33,25 13| 13| 13| 12| 12,75| 6| 5| 3| 6| 5,00 | -92,41
2 12 |22]|23|22|23| 22,50 | 14| 15| 15| 14| 14,50(33|32|33|32| 32,50 | 34|34 |35|39| 35,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 9 | 10| 5| 11| 8,75 | -54,87
3 1 23|22|24]|23| 23,00 | 14| 15| 15| 14| 14,50(33]33|33|32]| 32,75|33| 31|32|38| 33,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 7| 11| 9| 8 | 8,75 | -53,75
3 2 23|23|22|23| 22,75 | 13| 14| 14| 13| 13,50(32]32|32|32] 32,00 |33|36|37|30| 34,00 | 12| 13| 12| 12| 12,25| 8| 5| 11| 6 | 7,50 | -60,87
3 3 23| 23|23 22| 22,75 | 13| 11| 12| 13| 12,25(33|34|34|35]| 34,00 | 3638|3833 36,25 | 12| 13| 12| 13| 12,50| 9 | 11| 7 | 11] 9,50 | -65,07
3 4 22|23|24|24| 23,25 | 10| 11| 10f 10| 10,25(34]33|32|32] 32,75|33|39|35|33| 35,00 | 15| 15| 15| 14| 1475| 7| 6| 6 | 5| 6,00 | -80,55
3 5 24|24|22|24| 23,50 | 8 | 14| 14| 8 | 11,00{33]|34|33|34]| 33,50 |35|38|37|37| 36,75 | 15| 14| 15| 12| 1400| 5| 11 5| 9| 7,50 | -76,94
3 6 25|24|25|23| 24,25 | 13| 12| 12| 13| 12,50| 3433|3332 33,00 35]|30|33|37| 33,75 | 15| 15| 15| 15| 15,00 6 | 7 | 10| 8| 7,75 | -69,16
3 7 23| 23|22| 25| 23,25 | 15| 13| 12| 15| 13,75(33|34|34|35| 34,00 | 37|34|35|33| 34,75 | 14| 14| 14| 15| 1425| 9| 4| 5| 6 | 6,00 | -62,09
3 8 23| 24|25|23]| 23,75 | 13| 12| 12| 13| 12,50 36|34 |34|36| 35,00 | 36|36|37|34| 35,75 | 14| 14| 14| 15| 1425| 7| 6| 7| 7| 6,75 | -68,49
3 9 23| 24|25|24| 24,00 | 14| 11| 12| 14| 12,75(35(|34|35| 35| 34,75|38|34|35|33| 35,00 | 14| 12| 13| 13| 13,001 8| 8| 9| 9| 8,50 | -65,01
3 10 |22|23|24|23| 23,00 | 12| 13| 14| 12| 12,75|33|32(32|33| 32,50 | 35| 34| 35| 34| 34,50 | 15| 15| 15| 13| 1450| 7| 3| 9| 4| 575 | -67,98
3 11 |23|24|23|24| 23,50 | 12| 11] 12| 12| 11,75(35]34|34|35| 34,50 | 36|34|36|33| 34,75 | 12| 12| 12| 14| 12,50| 6 | 10| 9| 8 | 8,25 | -68,35
3 12 |22|23|24]23| 23,00 | 14| 12| 12| 13| 12,75|33|33(33|33| 33,00 |37|34|37|35| 35,75 | 12| 12| 12| 15] 12,75| 6| 6| 7| 7| 6,50 | -67,31
4 1 26|24|24|25| 24,75 | 21| 22| 22| 21| 21,50(34|35|34|34| 34,25|28|29| 31|29 29,25 | 13| 13| 13| 14| 13,25| 11] 10| 11| 10| 10,50 -20,35
4 2 24|24|23|25| 2400 4|11 3| 9| 6,75 [35]33|33|33]| 33,50|37|37|36|38| 37,00 | 14| 14| 14| 13| 13,75| 5| 11 5| 9| 7,50 | -97,55
4 3 24125|23]|25] 24,25 22]|20|22|22| 21,50|35|36(36|37] 36,00 |32 3113032 31,25 13| 13| 13| 13| 13,00 13| 11| 12| 11} 11,75| -17,44
4 4 22|23|25|22| 23,00 20|22 21|20 20,75 [33|33|33|33| 33,0034]|30| 31|29| 31,00| 15| 15| 15| 13| 14,50 12| 12| 13| 14| 12,75| -18,80
4 5 25|26|26|24] 25,25 | 21| 22|22 21| 21,50|37|36|34|35]| 35,50 | 28| 29| 31| 29| 29,25 | 14| 14| 14| 13| 13,75] 12| 12| 12| 12| 12,00| -20,01
4 6 25|25(25|24| 24,75 | 21| 22| 24| 21| 22,00 [{32]33|33|34| 33,00 |32|31|30|32(| 31,25 13| 13| 13| 14| 13,25| 12| 13| 13| 14| 13,00| -19,19
4 7 25|26(25|26| 25,50 | 21| 22| 21| 21| 21,25(36(34|35|34| 34,75|34|30| 31| 29| 31,00 13| 13| 13| 13| 13,00 13| 12| 13| 12| 12,50 -23,43
4 8 25|24(25|24| 2450 9| 11| 7 | 10| 9,25 [33]|36|36|34| 34,75|39|35|39|38| 37,75 | 14| 14| 14| 16| 1450| 7| 10| 9| 4| 7,50 | -86,69
4 9 26|24|24|24| 24,50 | 20| 22| 21| 20| 20,75 [3635|35| 34| 35,00 | 34|30 31| 29| 31,00 13| 14| 13| 15| 13,75| 12| 12| 13| 14| 12,75| -22,15
4 10 [25|25|24|26| 25,00 | 21| 22| 22| 21| 21,50|37|33|33|35] 34,50 | 28]|29| 31| 29| 29,25 | 13| 13| 13| 14| 13,25| 12| 12| 12| 12| 12,00| -19,56
4 11 |26|24|25|24| 24,75 |22|22]|24|22| 22,50 [33]34|34]|35| 34,00 31(30]|30|30( 30,25 | 13| 13| 13| 14| 13,25| 12| 13| 13| 14| 13,00| -14,78
4 12 |24|24|24|23]| 23,75)|20| 22| 21|20 20,75 |35|34|36|34| 34,7527 |24| 31| 34| 29,00 | 13| 14| 13| 15| 13,75| 13| 12| 13| 12| 12,50 | -17,50
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Quadro 6: Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo E.
Teste | Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE SFI

N. N. 1|2|3|4|MED [1]|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |[1|2|3|4|MED |1 |2(|3]|4]|MED

1 1 22|22 21)22| 21,75(22|22|22| 21| 21,75]|32|32|32|32] 32,00 |32(32]32|33] 32,25 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 12| 12| 11} 12| 11,75| -9,38
1 2 21| 21|22| 21| 21,25 21| 21| 21|22| 21,25|32|32]| 31| 32| 31,75|32(32] 31| 31| 31,50 12| 12| 12| 11| 11,75( 12| 11| 11} 12| 11,50| -8,78
1 3 20|22|20] 21| 20,75 [22]23| 23|22 22,50 | 32|32 32| 31| 31,75(32| 31| 31| 32| 31,50 12| 11) 12| 12| 11,75| 12| 12| 12| 12| 12,00| 1,02
1 4 21|22|23|22| 22,00 | 21|22] 21|22 21,5032 31|33|32| 32,00 |30|32|32(|32| 31,50 11| 11| 11| 11 11,00 12| 11| 11| 11} 11,25| -10,39
1 5 20|24|23] 21| 22,00 [ 21]22| 22|22 21,75|32|32| 31| 33| 32,00 | 33| 33|32 31| 32,25 | 11| 10| 12| 10| 10,75| 12| 12| 11| 12| 11,75 -9,11
1 6 21120|22|20| 20,75 22| 21| 23| 22| 22,00 | 32(33]34|33] 33,00 3332|3332 32,50 | 12| 11| 11} 12| 11,50| 12| 12| 12| 11| 11,75| -1,33
1 7 22|22|22]22| 22,00 [22]23|22| 21| 22,00 |33|32|34|33] 33,00 |33(33]|32|32] 32,50 | 11| 11| 12| 11 11,25| 13| 12| 12| 12| 12,25| -7,04
1 8 22|23|23|21]| 22,25 21|23|22|20| 21,50|34|34|34|34| 34,00 |33|34|33|33| 33,25 12| 12| 11} 12| 11,75| 12| 12| 11} 12| 11,75] -11,65
1 9 20|22|23]23| 22,00 [23]22]|22] 21| 22,00 | 33|32|33|33| 32,75|34(33|33|34]| 33,50 | 11| 12| 12| 13| 12,00| 10| 12| 11 11 11,00| -10,79
1 10 |22]23|22|22| 22,25 |22|22]|22| 21| 21,75|32|32|33|32| 32,25 |33|33|32|34| 33,00 | 10| 10f 12| 11| 10,75| 11| 12| 12| 13| 12,00| -10,60
1 11 |23(23]22|23| 22,75|23|24|22|22]| 22,75 31|30( 31| 31| 30,75|32|32|32| 31| 31,75| 11f 12| 11| 12| 11,50 11| 12| 11| 11} 11,25| -10,33
1 12 |22|22|22| 21| 21,75|23|23|23]|23| 23,00 |33|32|33|33| 32,75|34|32|32|33| 32,75 | 12| 10| 11f 11 11,00| 11| 11} 12| 11| 11,25| -2,20
2 1 21|23|22|23| 2225 9| 9| 8|12| 9,50 |32(33]32|33] 32,50 |34(35|33|35| 34,25 | 11 12| 12| 11 1150 6 | 9| 7| 9| 7,75 | -77,95
2 2 22|23|23] 22| 22,50 [ 12] 12| 12| 12| 12,00|33|32|32|32| 32,25 |35|34|34(34]| 34,25 | 12| 12| 12| 13| 12,25| 8 [ 10| 9 | 10] 9,25 | -65,53
2 3 22|23|22]| 22 22,25 | 11] 11| 13| 14| 12,25|32|35|32| 32| 32,75|36|33|35( 33| 34,25 | 11| 13| 12| 11} 11,75 12| 7| 11} 7| 9,25 | -62,60
2 4 22121|21)22| 21,50 9] 9|12| 5 8,75 |33|34|32|32] 32,75]36|32|36(32| 34,00 | 14| 14| 14| 14| 14,00| 11| 5] 10| 5| 7,75 | -81,14
2 5 23|23|23|22| 22,75 | 14| 14| 13| 14| 13,75|34|33|32|33| 33,00 | 37|32|36]32| 34,25 | 10| 14| 10| 12| 11,501 7 | 5| 8| 5| 6,25 | -59,64
2 6 23|24123|24| 23,50 | 11| 11] 5| 14| 10,25|35|36|32|32| 33,75|34|34|35]|34| 34,25 | 12| 12| 12| 14| 12,50 8 | 10| 8 | 10| 9,00 | -74,83
2 7 23|23]123|23| 23,00 | 10 10| 7 | 11) 9,50 |33|34|32|33| 33,00|35|36(34|36| 35,25| 12| 12| 14| 12| 12,50 9 | 11| 10| 11| 10,25] -78,08
2 8 23|22]122|22| 22,25 | 15| 15| 15| 15| 15,00|34|34|35|33| 34,00 | 36|35|34|35| 35,00 | 12| 11| 13] 11| 11,75 6 | 10| 7 | 10| 8,25 | -49,57
2 9 22|23]|22|23| 22,50 | 16| 16| 16| 15| 15,75|35|36|34|34| 34,75|35|35|34|35| 34,75 | 13| 13| 12| 12| 1250| 10| 4| 9| 4| 6,75 | -47,77
2 10 |24|24|22|22]| 23,00 | 15| 15| 15| 13| 14,50|33]32|32|33| 32,50 | 32| 33| 31| 33| 32,25 | 12| 13| 13| 14| 13,00| 11| 5] 10| 5| 7,75 | -54,34
2 11 |23(23]23|22|22,75| 7| 7| 6| 4| 600 |33|34]|34|33| 33,50|34|32(35|32| 33,25 13| 13| 13| 13| 13,001 5 | 3| 6| 3| 4,25 | -98,09
2 12 | 22|23|24|23]| 23,00 | 15| 15| 15| 14| 14,75|32|32|32|33| 32,25 |35|34|34|34| 34,25 | 12| 12| 12| 12| 12,00| 10| 5 11| 5| 7,75 | -55,16
3 1 22|23|22|23]| 22,50 | 15| 15| 15| 14| 14,75|33|32|33|33| 32,7533 | 31| 33| 31| 32,00 | 12| 12| 12| 12| 12,00 11| 9| 8| 9| 9,25 | -48,69
3 2 23|22|23]| 24| 23,00 | 14| 14| 14| 13| 13,75(33|34|32| 32| 32,75[33|36|33|36| 34,50 | 13| 12| 13| 14| 13,00| 5 | 11| 6 | 11] 8,25 | -59,74
3 3 23|23|23]22( 22,75 | 11] 11| 12| 13| 11,75|35|35|34|34| 34,50 |37|38|36(38| 37,25 | 13| 12| 14| 13| 13,00| 11| 7| 11f 7| 9,00 | -68,89
3 4 23]23|22] 23| 22,75 | 11] 11| 10| 10( 10,5033|32|33|32| 32,50 |38(39|33|39| 37,25 | 15| 15| 13| 14| 1425| 6 | 6| 5| 6| 5,75 | -81,29
3 5 2223|22|23| 22,50 | 14| 14| 14| 8 | 12,50|35|35|34| 33| 34,25 |39|38|35|38]| 37,50 | 14| 15| 13| 14| 14,00] 11| 5| 9| 5| 7,50 | -67,28
3 6 23|22]|24|23| 23,00 | 12| 12| 12| 13| 12,25|36|34|33|33| 34,00 |35|36|35]|36| 35,50 | 15| 15| 15| 13| 14,50 7 | 10| 8 | 10| 8,75 | -66,94
3 7 23|23]|22|23| 22,75 | 13| 13] 12| 15| 13,25|35|35|34|34| 34,50 | 37| 34| 37| 34| 35,50 | 14| 14| 13] 14| 13,75 4 | 5| 6] 5| 5,00 | -64,10
3 8 23|23]23|22| 22,75 | 12| 12] 12| 13| 12,25|35|35|34|34| 34,50 | 37| 36|36 36| 36,25 | 14| 14| 15| 13| 1400 6 | 7| 7| 7| 6,75 | -68,17
3 9 23|23]|24|24| 23,50 | 11f 11) 12| 14| 12,00|34|34|34|35| 34,25|38|35|38|36| 36,75 | 12| 13| 12| 13| 1250 8 | 9| 9] 9| 8,75 | -69,17
3 10 |24|24|22|24]| 23,50 | 13| 13| 14| 12| 13,00|32|32|32|33| 32,25 |36|34|35| 34| 34,75 | 15| 15| 15( 14| 14,75 3 [ 9] 4| 9| 6,25 | -68,36
3 11 |25(24|25|23| 24,25 11| 11} 12| 12| 11,50|33|34|34|34| 33,75|36|37|36|34| 35,75 | 12| 12| 12| 13| 12,25| 10 9| 8| 9| 9,00 | -72,17
3 12 | 23]|23|22|24] 23,00 | 12| 12| 12| 13| 12,25|34|34|33|33| 33,50 | 37|37|37|34| 36,25 | 12| 13| 12| 13| 1250| 6 | 7| 7| 7| 6,75 | -69,24
4 1 23|24|25]|23(23,75( 9| 4| 8| 4| 6,25 |35|33|35[34] 34,25|38(38|39|39] 38,50 | 13| 13| 11| 13| 12,50| 5 | 3| 6| 3| 4,25 | -103,0]
4 2 23|24|25]|24| 24,00 [ 21]120| 23|24 22,00 | 34|34|33|33] 33,50 | 28(29| 31| 29| 29,25 | 14| 14| 15| 14| 14,25| 13| 11| 12| 11| 11,75| -15,40
4 3 22|23]|24|23| 23,00 | 22| 21)22|22| 21,75|37|35|36|36| 36,00 | 31| 31|30|32| 31,00 15| 13| 14| 15| 14,25 11| 10| 11} 10| 10,50 -12,93
4 4 23|24]123|24| 2350 | 7| 4] 8| 3| 550 |33(34]|33|33]| 33,25|36|37|36|38| 36,75 | 15| 15[ 14| 15| 14,75| 9 | 3| 4| 5| 5,25 | -105,27
4 5 23123|24|23| 23,25 | 21| 21|22| 21| 21,25|37|34|36|34| 3525(28]|29]|26]|29]| 28,00 | 14| 14| 12| 15| 13,75| 13| 11| 12| 11| 11,75| -12,28
4 6 26|24124|25| 24,75 |22 10| 24| 21| 19,25|33|37|33|35| 34,50 | 29| 31| 30| 32| 30,50 | 13| 13| 12| 16| 13,50 12| 12| 13| 14| 12,75] -29,43
4 7 23|24]123|26| 24,00 | 21(20] 21| 21| 20,75 |35|36|34|35| 35,00 | 30| 30| 31| 29| 30,00 | 13| 13| 13] 14| 13,25 12| 12| 12| 12| 12,00| -19,41
4 8 24|25]123| 25| 24,25 |22 21] 21| 24| 22,00 |37|36|36(36| 36,25 |28|26| 27| 31| 28,00 | 14| 14| 14| 15| 14,25 12| 13| 13| 14| 13,00| -11,41]
4 9 26|23|25(26| 25,00 | 24(22] 21| 20| 21,75|34|33|35|35| 34,25|34|30| 31| 29| 31,00 14| 13| 14| 14| 13,75 13| 12| 13] 12| 12,50 -20,61
4 10 |25|25|26|24| 25,00| 9| 10| 8| 5| 8,00 | 33|34|33|33| 33,25|39|40(38|37] 38,50 | 13| 13| 13| 15| 1350 6 [ 7| 6| 4| 5,75 | -96,94
4 11 |24(25]|24|24) 24,25 |25|24|24|22]| 23,75|34|35|34|34| 34,25 31| 31| 30| 29| 30,25 | 13| 13| 13| 13| 13,00| 12| 12| 12| 12| 12,00| -7,61
4 12 |24|26|25|24| 24,75|22| 21| 21| 20| 21,00|34|35|34|36| 34,75|29|24| 31| 34| 29,50 | 14| 13| 14| 16| 14,25| 12| 13] 13| 14| 13,00 -20,77




129

Quadro 7:  Resultados do primeiro, segundo, terceiro e quarto Testes de Marcha dos animais do grupo F.
Teste | Rato TSD TSD TSE TSE PLD PLD PLE PLE ITSD ITS D ITSE ITSE SFI

N. N. 1|2|3|(4|mMED [1|2(3|4|MED |21|2|3|4|MED |1]|2|3|4|MED |1|2|3|4|MED |[1]|2]|3(|4|MED

1 1 23|23|22|22| 22,50 | 22| 23|22|23| 22,50 | 31| 31| 31| 32| 31,25]32|32| 31| 31| 31,50 11| 11} 11| 11| 11,00| 12| 12| 12| 11] 11,75]| -8,20
1 2 21 21|22 21] 21,25| 21| 21| 21|22 21,25|32|32|32| 31| 31,75 31|32|32|32| 31,75| 12| 12| 12| 10| 11,50 12| 11] 12| 12| 11,75| -8,51
1 3 22|22(22| 21| 21,75]|22|23|22| 21| 22,00 [3233|32| 31| 32,00 |32]32|33|32| 32,25 | 12| 11} 12| 11| 11,50 11} 11| 11{ 12| 11,25| -8,13
1 4 22| 21| 21| 21| 21,25 21|22 21|22 21,50(32|31|32|32| 31,75]|32|33|32|33| 32,50 | 11| 11| 11| 12| 11,25| 12| 11| 11| 11} 11,25| -8,42
1 5 22| 23| 21| 21| 21,75]|22|23|22| 21| 22,00 [3232]32|33| 32,25 33|33|33|33| 33,00 | 12| 12| 12| 11| 11,75| 12| 12| 12| 12| 12,00| -8,15
1 6 21 21|22 21| 21,25|22|22| 21| 21| 21,50|33|33|34|33| 33,25|32|32|33(|32] 32,25 | 12| 10{ 12| 10| 11,00| 11} 12| 11| 12| 11,50| -5,76
1 7 20| 22| 21|22| 21,25 21|22|22|22| 21,75(32|32|32|33| 32,25 32|32|32|32| 32,00 | 11| 11| 12| 11| 11,25| 10| 11| 11| 11} 10,75| -6,52
1 8 22| 21|22|20| 21,25] 21| 21| 21| 21| 21,00(34|34|32|33]| 33,25 33| 31|29]| 31| 31,00 12| 12| 11| 12| 11,75| 12| 11 11| 12| 11,50| -7,78
1 9 20| 22| 21|22| 21,25]|20| 21| 21| 21| 20,75 [{33]32|32|33| 32,50 | 30| 31| 31|32 31,00 13| 12| 13| 12| 12,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00| -10,14
1 10 |22]|22|22| 21| 21,75]|20| 21| 21]22| 21,00|31|32|32|33| 32,00 |33]32|33]|32| 32,50 | 11| 12| 11| 12| 11,50 12| 12| 12| 12| 12,00 | -12,60
1 11 |23|24|22|23| 23,00 |23|23]|23|22| 22,75 |30]32|32] 31| 31,25|32(32]|32|32| 32,00 | 13| 11| 11| 13| 12,00 | 12| 13| 11| 11| 11,75| -11,19
1 12 |23|23|24|23]| 23,25 |23|24|23|23| 23,25 |32(32|31|32| 31,75|33|33|32|32| 32,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00 | 12| 11f 12| 12| 11,75]| -9,98
2 1 23|24|23|23]|2325]| 9| 9| 8|10| 9,00 [32]33]33|32] 32,50|35|36|34|36| 35,25 | 12| 12| 12| 13| 12,25| 11] 10| 8 | 6 | 8,75 | -82,95
2 2 23|22|23| 23| 22,75 | 12| 12| 12| 11| 11,75(32]32|32|32]| 32,00 |36|35|34|35| 35,00 | 12| 12| 12| 13| 12,25|10| 7| 7| 7| 7,75 | -70,22
2 3 22| 21|22|22| 21,75| 11| 11| 13| 10| 11,25(32|32|35|34| 33,25|35|35|34|35| 34,75 | 13| 13| 12| 11| 12,25| 4| 9| 9 | 10| 8,00 | -68,00
2 4 22|23|22|23]| 2250 9| 9|12 8| 9,50 [32]32]32]|32] 32,00|32|33|31|33| 32,25 | 14| 14| 14| 14| 14,00| 5| 10| 7| 4| 6,50 | -79,49
2 5 21| 23| 21|23] 22,00 | 14| 14| 13| 12| 13,25|32|33|33| 34| 33,00 | 34|32|35(|32]| 33,25 | 14| 14| 11| 12| 12,75 3| 6| 9| 9| 6,75 | -58,90
2 6 2223|2222 22,25 11] 11| 5| 10| 9,25 |32|32(32|33] 32,25[35(34|34|34| 34,25 12| 12| 12| 14| 1250| 5] 11| 6| 7| 7,25 | -80,74
2 7 23| 21|23| 21| 22,00 | 10| 10| 7| 8| 8,75 [32]|33]|33|34| 33,00]33]|31|33]|31| 32,00 | 12| 12| 14| 12| 1250| 9| 8| 7| 6] 7,50 | -78,91
2 8 22| 23|22 23| 22,50 | 15| 13| 15| 14| 14,25(35]|33|35|35]| 34,50 |33|36|33|36| 34,50 | 12| 11] 13| 11| 11,75 11] 6| 9| 9| 8,75 | -52,35
2 9 21|24|22|24] 22,75 | 16| 5| 15| 12| 12,00|34|34|34|34| 34,00 | 37|38|36(38| 37,25 | 13| 13| 12| 12| 1250 7| 11 6| 7| 7,75 | -69,26
2 10 |22|22|22|24| 22,50 | 15| 14| 15| 12| 14,00|32|33|33|35| 33,25|38|39|33|39| 37,25 13| 13| 13| 14| 1325| 6| 5| 8 [ 8| 6,75 | -61,30
2 11 |23|22|23|23|22,75| 7| 7| 6| 11| 7,75 [34]33|34|34] 33,75|39|38|35|38(| 37,50 | 13| 13| 13| 13| 13,00/ 5| 9| 9| 9| 8,00 | -90,37
2 12 |22|22|22|22| 22,00 | 14| 15] 15| 10| 13,50 |32|33|33|32| 32,50 |35]|36|35|36| 35,50 | 12| 12| 12| 12| 12,00 10| 8| 5| 7| 7,50 | -59,63
3 1 23|22|23|23| 22,75 | 10| 11| 7 | 10| 9,50 [33]|33]33|32| 32,75]39|35|37|37| 37,00 | 12| 12| 12| 12| 1200 6 | 5| 7| 6 | 6,00 | -84,19
3 2 23| 23|23 22| 22,75 23| 21| 23| 23| 22,50 [3232]32|32| 32,00 |35] 31| 31|32| 32,25 | 12| 12| 13| 12| 12,25| 12| 12| 13| 12| 12,25| -10,30
3 3 22|24|22|24| 23,00 12| 8| 9| 11| 10,00(34|34|34|35| 34,25139|39|35|37| 37,50 | 12| 12| 14| 13| 12,75| 5| 5| 7| 5| 5,50 | -81,89
3 4 22|24|22|24| 23,00 |22|20|22| 19| 20,75 [33]32|32|32| 32,25 |34|33|34|35| 34,00 | 15| 15| 13| 14| 14,25| 13| 15| 12| 13| 13,25] -22,52
3 5 24|24|24|23| 23,75 | 21|22 21| 21| 21,25(34|33|33|34| 33,50 |36|34|33|33| 34,00 | 15| 15| 13| 12| 13,75| 15| 14| 14| 15| 14,50 | -20,17
3 6 24|23|24|23]| 23,50 | 22|20 22| 17| 20,25 [ 3333|3332 32,7535|36|33|34| 34,50 | 15| 15| 15| 13| 14,50 14| 13| 13| 14| 13,50 -26,91
3 7 25|23|25|24| 24,25 20| 21|23|20| 21,00(34]|34|34|35| 34,25|34|33|34|35( 34,00 | 14| 14| 13| 12| 13,25| 12| 13| 12| 12| 12,25] -24,20
3 8 23|24|23|25] 23,75 | 21| 23| 22| 23| 22,25 [34|34|34|36| 34,50 | 36|34 33|33 34,00 | 14| 14| 15| 13| 14,00 | 15| 12| 14| 15| 14,00| -15,16
3 9 23| 24|23|22| 23,00 6| 11| 6 | 10| 8,25 [34]|35|35|35| 34,75|38|38|36|39| 37,75 | 13| 13| 12| 13| 12,75| 6| 7| 7| 6 | 6,50 | -88,85
3 10 |23]|23|23|22| 22,75)|22|20| 19| 21| 20,50 | 32]33|32| 33| 32,50 | 34|34|34|33| 33,75 | 15| 15| 15| 14| 14,75| 13| 14| 15| 13| 13,75 -22,00
3 11 |24|24|24|22| 23,50 |22|20]|20|22| 21,00 (34]34|34|33]| 33,75|34|33]|34|33| 33,50 | 12| 12| 12| 13| 12,25| 12| 13| 12| 11| 12,00 -20,44
3 12 |23|23|23|24| 23,2522 21|22|20| 21,25|33|33|33|33| 33,00 34]|32|33]|31| 32,50 | 13| 13| 12| 13| 12,75| 11| 13| 12| 11] 11,75| -18,68
4 1 25|23|25|24| 2425 7| 9| 6| 11| 8,25 [35|34|34|34| 34,2539|35|39|38| 37,75 | 13| 13| 11| 13| 1250| 6 | 5| 8 | 8| 6,75 | -91,08
4 2 25|23|25|24| 24,25 22| 10{ 24| 21| 19,25(33|33|33|33| 33,00 34|30 31|29| 31,00| 14| 14| 15| 14| 14,25| 13| 11| 12| 11} 11,75| -31,39
4 3 24|24(24)|23]| 23,75 10| 8| 5| 12| 8,75 [36]36|36|37| 36,25|39|40|36|38| 38,25 | 13| 13| 14| 15| 13,75| 9| 5| 7| 4| 6,25 | -87,33
4 4 2223|2224 22,75 22| 21| 21| 24| 22,00 | 33|33|33| 32| 32,75 31|30|30|30| 30,25 | 15| 15| 14| 15| 14,75 13| 11| 12| 11} 11,75| -12,19
4 5 24126|24123] 24,25 (24|22 21]120| 21,75]|36|34|34| 35| 34,75 27| 24| 31| 34| 29,00 | 14| 14| 13| 15| 14,00 11} 10| 11| 10| 10,50| -17,08
4 6 24|23|24)|25| 24,00 | 23| 24|24|24| 23,75 3335|3334 33,75 31|30|30|30| 30,25 | 15| 13| 12| 16| 14,00| 12| 11f 12| 13| 12,00| -7,87
4 7 26|23|26|23| 24,50 | 21| 21| 22| 21| 21,25(34|35|34|34| 34,25 27| 24| 31|34| 29,00 | 13| 13| 13| 14| 13,25| 13| 11f 12| 11] 11,75| -18,96
4 8 24125(24|26| 24,75 22| 10| 24| 21| 19,25(36(36|36|34| 35,50 | 32| 31| 30| 32| 31,25| 14| 15| 14| 15| 14,50| 12| 12| 13| 14| 12,75] -30,15
4 9 24|26(24]|26| 2500 8| 8| 7| 9| 800 [35]|35|35|34| 34,75]|39|39|37|39| 38,50 | 13| 13| 14| 14| 1350| 6 | 5| 7| 4| 5,50 | -95,27
4 10 [26|25|26|25| 25,50 | 22| 21| 21| 24| 22,00 | 33]|33|33|35| 33,50 | 28|29]| 31| 29| 29,25 | 13| 14| 13| 15| 13,75| 12| 13| 13| 14| 13,00 -19,70
4 11 |24|24|24|24| 24,00 |23|24]|23| 24| 23,50 [34]|34|34|35] 34,25]32|31|30]| 31| 31,00 13| 13| 13| 13| 13,00| 13| 13| 12| 13| 12,75]| -7,70
4 12 |24|23|24|24| 23,75|25|23|23|23| 23,50 |34|36|35|36| 352527 |24 31|34| 29,00 | 14| 13| 14| 15] 14,00 | 12| 11| 12| 13| 12,00| -5,06




Gréfico 2: IFC dos animais do Grupo A nos quatro testes de marcha.
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Gréfico 3: IFC dos animais do Grupo B nos quatro testes de marcha.
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Gréfico 4: IFC dos animais do Grupo C nos quatro testes de marcha.
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Gréfico 5: IFC dos animais do Grupo D nos quatro testes de marcha.
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Gréfico 6: IFC dos animais do Grupo E nos quatro testes de marcha.
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Gréfico 7: IFC dos animais do Grupo F nos quatro testes de marcha.
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Quadro 8: Massa (g) do MTC no MPD e MPE.

Rato GRUPO A GRUPO B GRUPO C GRUPO D GRUPO E GRUPO F
N. MPD| MPE | MPD MPE | MPD | MPE MPD MPE | MPD | MPE | MPD | MPE
1 [1.62]163] 1,72 0,33 [1,77] 0,00 ] 1,72 [ 0,03 | 1,5 | 0,52]1,78] 0,23
2 [1,51]154[1,33] 0,47 142085 1,3 [ 0,21 [ 1,56 1,13]1,39] 1,33
3 | 14147175 011]155]078] 1,39] 1,00 1,69 1,02]1,58] 0,49
4 |168]1,60]1,44]088]159] 09 [151] 1 [157|065]1,72] 1,25
5 [1,58] 1,5 [1,55] 0,38 ] 1,62] 1,06 | 1,4 | 1,21 [ 1,35 0,96 [ 1,33] 0,99
6 |1,72|1,78[1,59] 0,42 151|055 1,60 1,11 [ 156 1,27[1,75] 1,27
7 [1,33]139[ 1,74 0,77 ] 1,4 [ 0,91 1,77 0,89 [ 1,42 0,99 1,44] 1,15
8 |1,77|158] 1,6 | 065 ][1,69] 1,11 [ 1,44 0,44 1,55 1,14]1,58] 1,39
9 [1,44|151[157]025]1,77] 043 1,62] 0,71 [159]1,21]1,51] 0,39
10 [1,55[1,49[ 1,35 0,5 [1,44] 1,05 ] 1,510 [ 0,99 [ 1,62]0,42]1,49] 1,29
11 [1,49] 1,48 156 0,41 155063 1,4 [ 1,00 [1,51]1,16]1,48] 1,33
12 [1,61]1,59| 1,66 | 0,24 [ 1,50| 0,08 | 1,69 | 1,02 | 1,41 1,12 [ 1,53] 1,29
MED. [ 1,56 | 1,55 | 1,572 0,443 1,58 | 0,853| 1,536 0,884 | 1,53 | 0,96 | 1,55 1,033

Gréfico 8: Massa (g) média dos MTC direito e esgerdo dos grupos em estudo.
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Quadro 9: Representacdo do resultado da analise histolégica do nervo fibular direito, realizada com o Image Pro Plus 4.5 ®.

134

RATO GRUPO NUMERO DE AXONIOS/CAMPO NUMERO MEDIO DIAMETRO MEDIO DE AXONIOS/ CAMPO DIAMETRO MEDIO

N. CAMPO1 |CAMPO2 |CAMPO3 |CAMPO4 |DE AXONIOS/CAMPO CAMPO1 |CAMPO2 |CAMPO3 |CAMPO4 DE AXONIOS/CAMPO
1 A 156 137 172 126 147,75 11,23 10,67 9,97 9,88 10,44
2 A 115 103 99 94 102,75 7,75 13,45 10,33 10,02 10,39
3 A 155 132 128 99 128,50 9,9 8,23 11,67 10,01 9,95
4 A 101 88 161 122 118,00 8,81 10,23 9,49 9,91 9,61
5 A 99 146 158 139 135,50 7,47 11,41 11,09 10,02 10,00
6 A 167 132 100 121 130,00 11,25 10,92 9,99 6,77 9,73
7 A 99 87 102 134 105,50 9,09 11,43 12,07 11,19 10,95
8 A 155 111 132 99 124,25 11,87 9,95 9,98 8,85 10,16
9 A 144 138 91 108 120,25 11,69 10,08 12,59 6,02 10,10
10 A 117 102 95 183 124,25 9,94 8,57 7,99 10,32 9,21
11 A 129 100 91 139 114,75 8,86 9,05 12,41 9,92 10,06
12 A 172 94 105 90 115,25 7,94 9,05 9,99 11,22 9,55
1 B 1 3 0 5 2,25 4,47 6,39 0 5,76 4,16
2 B 2 0 1 4 1,75 3,33 0 2,12 6,99 3,11
3 B 0 5 3 0 2,00 0 4,46 2,11 0 1,64
4 B 2 2 7 2 3,25 4,89 7,71 4,48 9,01 6,52
5 B 3 6 0 4 3,25 2,12 4,86 0 3,39 2,59
6 B 0 5 9 2 4,00 0 2,68 3,99 2,15 2,21
7 B 6 2 1 1 2,50 1,17 3,64 2,19 2,18 2,30
8 B 0 2 7 9 4,50 0 2,97 4,44 2,28 2,42
9 B 1 2 3 0 1,50 2,77 1,26 1,99 0 1,51
10 B 2 7 3 0 3,00 2,55 3,49 9,95 0 4,00
11 B 9 3 6 2 5,00 10,6 11,7 4,44 2,11 7,21
12 B 0 4 5 2 2,75 0 3,33 8,89 2,38 3,65
1 C 77 65 97 91 82,50 11,67 2,34 9,76 7,72 7,87
2 C 88 69 91 80 82,00 6,64 15,56 6,41 15,62 11,06
3 C 110 97 90 103 100,00 8,13 8,44 7,67 6,56 7,70
4 C 98 80 44 96 79,50 5,55 19,23 5,55 12,25 10,65
5 C 67 88 91 96 85,50 6,67 7,11 7,98 4,49 6,56
6 C 3 11 7 1 5,50 11,45 19,24 10,87 3,45 11,25
7 C 88 95 67 102 88,00 4,67 8,01 6,67 7,83 6,80
8 C 99 91 79 102 92,75 4,99 9,99 10,44 19,32 11,19
9 C 14 3 11 7 8,75 7,7 11,26 11,11 14,82 11,22
10 C 101 85 89 92 91,75 7,34 11,21 4,48 6,6 7,41
11 C 11 6 10 17 11,00 2,23 5,98 10,02 19,55 9,45
12 [ 87 91 109 96 95,75 11,76 10,56 6,22 14,45 10,75
1 D 100 97 108 91 99,00 4,33 5,78 2,2 7,31 4,91
2 D 0 5 2 7 3,50 0 10 7,49 6,11 5,90
3 D 92 94 107 115 102,00 9,96 11,75 4,56 7,7 8,49
4 D 101 98 100 114 103,25 6,62 10 8,27 6,6 7,87
5 D 41 95 99 98 83,25 12,4 11,02 19,81 14,02 14,31
6 D 78 83 97 80 84,50 11,28 19,87 5,37 8,8 11,33
7 D 99 106 114 88 101,75 10,3 11,28 10,25 11,07 10,73
8 D 7 6 17 8 9,50 2,34 6,78 12,98 14,56 9,17
9 D 114 86 94 101 98,75 11,03 9,25 8,89 7,25 9,11
10 D 98 114 101 99 103,00 10,67 7,65 7,12 8,36 8,45
11 D 111 99 105 97 103,00 7,67 5,68 15,67 7,11 9,03
12 D 101 115 42 97 88,75 3,76 8,9 13,87 14,67 10,30
1 E 11 30 17 9 16,75 6,67 4,58 8,9 9,11 7,32
2 E 47 99 117 122 96,25 6,6 10,78 8,74 4,12 7,56
3 E 100 102 115 118 108,75 7,01 6,99 12,46 6,97 8,36
4 E 2 6 11 0 4,75 2,44 3,87 5,55 0 2,97
5 E 99 111 119 128 114,25 12,78 14,56 7,9 10,88 11,53
6 E 111 107 94 121 108,25 6,33 10 7,89 11,34 8,89
7 E 99 108 115 102 106,00 6,22 11,08 10,66 6,92 8,72
8 E 126 111 108 44 97,25 12,45 10,89 9,02 7,36 9,93
9 E 131 106 118 100 113,75 8,02 7,76 15,01 10,66 10,36
10 E 3 7 10 2 5,50 2,34 6,1 2,96 7,25 4,66
11 E 125 109 117 104 113,75 6,67 12,83 9,27 10,71 9,87
12 E 51 127 119 121 104,50 6,38 6,92 8,83 5,98 7,03
1 F 5 2 11 17 8,75 11,83 10,44 7,66 10,45 10,10
2 F 123 63 99 129 103,50 9,65 14,64 8,89 10,37 10,89
3 F 7 15 9 2 8,25 3,55 16,45 3,67 2,22 6,47
4 F 119 114 100 101 108,50 10,09 11,56 9,61 11,34 10,65
5 F 132 129 117 99 119,25 11,98 11,03 10,48 8,99 10,62
6 F 101 127 130 119 119,25 10,22 7,87 9,63 11,27 9,75
7 F 40 115 111 100 91,50 9,98 11,47 10,02 9,99 10,37
8 F 111 127 115 120 118,25 7,89 10,25 9,08 7,23 8,61
9 F 3 11 21 10 11,25 4,33 6,5 2,21 7,2 5,06
10 F 119 126 137 107 122,25 10,9 11,55 9,25 6,99 9,67
11 F 120 99 118 73 102,50 9,75 10,55 7,71 11,98 10,00
12 F 114 100 138 125 119,25 9,65 4,79 8,88 10,93 8,56
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Gréafico 9: Namero médio de axdnios regenerados, por campo, nos animais em estudo.
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Gréfico 10: Diametro médio de axbénios regenerados, por campo, N0s animais em
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estudo.
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Quadro 10: Representacéo do resultado da andlise histolégica do MTCD, realizada com o Image Pro Plus 4.5 ®.

RATO |GRUPO FIBRAS MUSCULARES/CAMPO NUMERO MEDIO DIAMETRO MEDIO DE FIBRAS/ CAMPO DIAMETRO MEDIO
N. CAMPO 1 |CAMPO2 |CAMPO3 |CAMPO4 FIBRAS/CAMPO [CAMPO 1 |CAMPO 2 |CAMPO 3 CAMPO 4 DE FIBRAS/CAMPO
1 A 17 18 14 19 17,00 55,71 | 60,44 44,88 50,03 52,77
2 A 13 17 17 22 17,25 41,55 | 44,12 38,55 29,56 38,45
3 A 18 18 15 22 18,25 38,88 | 42,43 49,98 56,27 46,89
4 A 17 21 28 14 20,00 33,47 | 22,56 29,17 40,09 31,32
5 A 22 20 19 18 19,75 52,67 | 59,34 61,03 48,81 55,46
6 A 14 12 14 27 16,75 33,57 | 39,66 47,43 50,02 42,67
7 A 19 18 19 19 18,75 29,2 33,12 33,49 45,76 35,39
8 A 17 13 25 19 18,50 36,3 39,98 46,34 54,43 44,26
9 A 22 29 21 20 23,00 51,52 | 57,09 63,88 49,9 55,60
10 A 22 18 17 14 17,75 67,33 | 44,76 49,17 50,05 52,83
11 A 22 21 24 20 21,75 33,48 39,9 31,16 44,67 37,30
12 A 22 23 21 20 21,50 44,6 23,23 48,65 44,12 40,15
1 B 14 17 22 8 15,25 26,55 | 22,17 26,99 14,33 22,51
2 B 22 13 19 11 16,25 27,75 | 31,99 14,55 30,06 26,09
3 B 14 18 22 14 17,00 11,56 | 32,89 21,11 27,86 23,36
4 B 14 17 14 7 13,00 18,76 | 34,66 23,11 22,88 24,85
5 B 18 22 14 22 19,00 29,08 | 33,78 42,19 18,95 31,00
6 B 17 14 18 16 16,25 17,56 | 43,22 13,28 11,42 21,37
7 B 19 19 17 14 17,25 22,76 | 23,67 19,45 21,03 21,73
8 B 25 17 19 22 20,75 21,72 | 17,76 19,45 20,03 19,74
9 B 21 22 7 16 16,50 12,87 | 28,75 23,91 27,76 23,32
10 B 17 11 29 28 21,25 2398 | 27,55 32,89 21,83 26,56
11 B 24 22 26 25 24,25 11,17 | 19,76 10,76 16,88 14,64
12 B 21 22 29 28 25,00 15,54 | 23,87 15,34 19,09 18,46
1 C 14 12 14 17 14,25 44,65 | 52,67 50,03 50,88 49,56
2 C 19 18 19 19 18,75 32,44 | 3357 29,56 15,62 27,80
3 C 17 13 25 19 18,50 19,44 29,2 56,27 55,71 40,16
4 C 22 29 21 20 23,00 48,81 36,3 40,09 41,55 41,69
5 C 22 18 17 14 17,75 50,02 | 51,52 48,81 38,88 47,31
6 C 22 21 24 20 21,75 21,88 | 32,54 42,19 18,95 28,89
7 C 22 23 21 20 21,50 54,43 | 3348 45,76 52,67 46,59
8 C 14 17 22 8 15,25 49,9 44,6 19,44 33,57 36,88
9 C 22 13 19 11 16,25 19,96 | 35,66 23,12 22,02 25,19
10 C 14 18 22 14 17,00 44,67 | 52,56 60,44 36,3 48,49
11 C 14 17 14 9 13,50 20,76 | 30,99 19,35 31,96 25,77
12 C 14 17 22 8 15,25 39,66 | 44,88 42,43 45,76 43,18
1 D 22 13 19 11 16,25 33,12 | 38,55 22,56 54,43 37,17
2 D 14 18 22 14 17,00 12,56 | 39,89 29,11 27,81 27,34
3 D 14 27 14 13 17,00 57,09 [ 29,17 39,66 50,05 43,99
4 D 18 22 14 22 19,00 44,76 | 61,03 33,12 44,67 45,90
5 D 17 14 18 16 16,25 39,9 47,43 39,98 44,12 42,86
6 D 19 19 17 14 17,25 23,23 | 3349 57,09 39,66 38,37
7 D 25 17 19 22 20,75 50,03 | 46,34 44,76 33,12 43,56
8 D 21 22 7 16 16,50 17,56 | 40,22 13,28 18,42 22,37
9 D 18 27 29 28 25,50 56,27 | 47,43 23,23 57,09 46,01
10 D 24 31 17 25 24,25 40,09 | 33,49 50,03 44,76 42,09
11 D 21 22 29 28 25,00 48,81 | 46,34 29,56 44,76 42,37
12 D 14 12 14 17 14,25 51,52 | 63,88 56,27 39,9 52,89
1 E 19 18 19 19 18,75 23,11 | 22,88 27,75 31,99 26,43
2 E 17 13 25 19 18,50 33,48 | 50,03 48,81 50,03 45,59
3 E 22 29 21 20 23,00 44,6 29,56 50,02 29,56 38,44
4 E 22 18 17 14 17,75 23,67 | 19,45 19,44 29,2 22,94
5 E 22 21 24 20 21,75 52,56 | 40,09 54,43 40,09 46,79
6 E 11 13 19 22 16,25 30,02 | 48,81 49,9 48,81 44,39
7 E 22 20 19 18 19,75 44,88 | 51,52 50,05 51,52 49,49
8 E 14 12 14 25 16,25 61,03 | 33,66 44,67 55,71 53,80
9 E 19 18 19 19 18,75 47,43 | 29,56 44,12 41,55 40,67
10 E 17 13 25 19 18,50 19,87 | 28,75 24,91 27,76 25,32
11 E 22 31 21 20 23,50 46,34 | 40,09 39,66 33,47 39,89
12 E 22 18 16 14 17,50 63,88 | 48,81 53,27 52,67 54,66
1 F 22 21 24 20 21,75 20,55 | 23,33 26,99 17,32 22,05
2 F 22 23 21 20 21,50 31,16 | 5571 29,45 29,2 36,38
3 F 14 17 22 8 15,25 12,54 | 23,87 19,34 21,85 19,40
4 F 17 13 25 19 18,50 46,34 | 38,88 29,44 41,55 39,05
5 F 22 29 21 33 26,25 63,88 | 33,47 66,73 38,88 50,74
6 F 22 18 17 14 17,75 49,17 | 52,67 33,55 33,47 42,22
7 F 22 21 24 20 21,75 31,16 | 48,65 39,99 52,67 43,12
8 F 22 23 21 20 21,50 48,65 | 46,34 60,02 33,57 47,15
9 F 14 17 22 8 15,25 19,45 [ 21,03 20,11 14,88 18,87
10 F 22 13 19 26 20,00 50,05 | 49,17 29,44 36,3 41,24
11 F 14 30 14 17 18,75 44,67 | 31,16 66,73 51,52 48,52
12 F 22 13 27 26 22,00 44,12 | 40,07 52,67 67,33 51,05
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Gréfico 11: Namero médio de fibras do MTCE, por campo, nos animais em estudo.
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Gréfico 12: Diametro médio de fibras do MTCE, por campo, nos animais em estudo.
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