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RESUMO

Devido aos prejuizos estruturais e funcionais decorrentes de uma ruptura total do
nervo (neurotmese), e, consequentemente, ao periodo prolongado de imobilizagédo
apos a reparacao cirargica, o presente estudo tem o objetivo de avaliar se a utilizacdo
cirdrgica de um biofilme de alcool polivinilico com acido ascérbico, produzido a partir
da técnica de eletrofiacdo, acelera o processo de cicatrizacdo de uma neurotmese do
nervo ciatico em ratos Wistar. Foram utilizados 84 ratos, Wistar, randomicamente
distribuidos em quatro grupos: Grupo Controle (GC; n = 24); Grupo Leséo (GL; n =
24); Grupo Lesédo Biofilme (GLB; n = 18) e Grupo Lesédo e Biofilme com acido
ascorbico (GLBA; n = 18). Seis nervos ciaticos por grupo foram coletados e avaliados
na 12 32 ou 62 semana poés-operatorio, 0 GC e do GL também tiveram nervos
avaliados no dia da cirurgia. Aos 60 dias de vida os animais dos grupos lesao foram
submetidos a neurotmese do ciatico direito, seguida de sua sutura e 0 nervo foi
envolvido ou nao pelo biofilme de &lcool polivinilico com ou sem o acido ascérbico em
sua estrutura. Foi realizado o indice funcional do nervo ciatico um dia antes da cirurgia,
na 12, 32 e 62 semana poés-operatoria e, em seguida, os animais foram anestesiados,
tiveram o nervo ciatico coletado, foi realizada uma avaliacdo macroscopica da
cicatrizacdo e as amostras foram encaminhadas para analise histomorfométrica. Na
andlise estatistica foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido do
ANOVA com post hoc de Bonferroni, para as variaveis paramétricas e utilizado o Teste
de Kruskal-Wallis, seguido da comparag¢do em pares para variaveis ndo paraméetricas,
0s resultados expressos em média e desvio padrdo ou mediana e intervalos
interquartis, respectivamente e o nivel de significancia foi de 5 %. Todos 0s grupos
apresentaram boa reparacdo da pele, porém 33,30% do GC apresentaram
rompimento de pontos da pele. Além disso, 16,70% dos cotos ndo estavam alinhados
estruturalmente e 33,30% apresentavam neuromas no GL, enquanto todos os cotos
estavam alinhados e nenhum apresentava neuroma no GLB. Houve alinhamento
estrutural em todos os animais do GLBA. Células de Schwann: GLBA3%sem >
GL3%sem (p = 0,016), GLB63%sem > GC6%em e GL6%sem (p < 0,001 e 0,002),
GLBAG2sem < GLB62sem (p = 0,031); Area de secgéo transversa do nervo: GLB12sem
> GCl3%sem e GL1%sem (p < 0,001 e p = 0,011), GLB32sem > GC3%sem e G3%sem L
(p = 0,004 e p =0,042), GLB62%sem e GLBA6%sem > GC62sem (p = 0,020 e 0,042).

Portanto, o biofilme de PVA com &cido ascoérbico parece ter acelerado a regeneragao



nervosa do ponto de vista macroscopico e microscopico. Além disso, a presente
pesquisa forneceu um protocolo de revisdo sistematica para avaliar a eficacia da
técnica de tubulizacdo com biomateriais no processo de reparacdo histologica e
funcional ap6s uma neurotmese periférica em ratos adultos jovens e os resultados da

revisdo sistematica serdo Uteis para pesquisas cientificas em neurocirurgia.

Palavras-Chave: acido ascérbico; alcool polivinilico; lesdo do nervo periférico;

nanotecnologia; nervo Ciatico; procedimento neurocirirgico.



ABSTRACT

Due to the structural and functional damage resulting from a total nerve rupture
(neurotmesis), and, consequently, to the prolonged period of immobilization after
surgical repair, the present study aims to assess whether the surgical use of a polyvinyl
alcohol biofilm with Ascorbic acid, produced from the electrospinning technique,
accelerates the healing process of a sciatic nerve neurotmesis in Wistar rats. Eighty-
four Wistar rats were randomly assigned to four groups: Control Group (CG; n = 24);
Lesion Group (LG; n = 24); Biofilm Lesion Group (BLG; n = 18) and Ascorbic Acid
Lesion and Biofilm Group (ALBG; n = 18). Six sciatic nerves per group were collected
and evaluated at the 1st, 3rd or 6th postoperative week, the CG and LG also had
nerves evaluated on the day of surgery. At 60 days of age, the animals in the lesion
groups were submitted to neurotmesis of the right sciatic nerve, followed by its suture,
and the nerve was involved or not by the polyvinyl alcohol biofilm with or without
ascorbic acid in its structure. The functional index of the sciatic nerve was performed
one day before surgery, in the 1st, 3rd and 6th postoperative week, and then the
animals were anesthetized, had the sciatic nerve collected, a macroscopic evaluation
of healing was performed and the samples were sent for histomorphometric analysis.
In the statistical analysis, the Shapiro-Wilk normality test was used, followed by
ANOVA with Bonferroni's post hoc, for the parametric variables and the Kruskal-Wallis
Test was used, followed by the pairwise comparison for non-parametric variables, the
results expressed as an average and standard deviation or median and interquartile
ranges, respectively, and the significance level was 5%. All groups showed good skin
repair, but 33.30% of the CG had broken skin stitches. In addition, 16.70% of the
stumps were not structurally aligned and 33.30% had neuromas in the LG, while all the
stumps were aligned and none had neuroma in the LBG. There was structural
alignment in all ALBG animals. Schwann cells: ALBG3wk > LG3wk (p=0.016),
LBG6thwk > CG6thwk and LG6thwk (p<0.001 and 0.002), ALBG6thwk < LBG6thwk
(p=0.031); Nerve cross-sectional area: LBG1stweek > CGlstweek and LG1stweek (p
< 0.001 and p = 0.011), LBG3rdweek > CG3thweek and G3rdweek L (p=0.004 and
p=0.042), LBG6thweek and ALBG6thweek > CG6thweek (p = 0.020 and 0.042).
Therefore, the PVA biofilm with ascorbic acid appears to have accelerated nerve
regeneration from a macroscopic and microscopic point of view. In addition, the

present research provided a systematic review protocol to evaluate the effectiveness



of the tubulization technique with biomaterials in the histological and functional repair
process after peripheral neurotmesis in young adult rats and the results of the

systematic review will be useful for scientific research in neurosurgery.

Keywords: ascorbic acid; polyvinyl alcohol; peripheral nerve injury; nanotechnology;

sciatic nerve; neurosurgical procedure.
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1 APRESENTACAO

Essa tese faz parte da linha de pesquisa intitulada Pesquisas experimentais:
modelos animais, da area de concentracdo Neurociéncias, do Programa de Pos
Graduacdo em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento da Universidade
Federal de Pernambuco. Os experimentos desenvolvidos nesse estudo também
compdem a linha de pesquisa intitulada “Plasticidade neuromuscular: repercussoes
do diabetes tipo 2 e de lesbes nervosas periféricas no aparelho locomotor” do
Laboratério de Plasticidade Neuromuscular (LAPLAN), do Departamento de
Anatomia, da mesma universidade, sob a coordenacdo da professora doutora Silvia
Regina Arruda de Moraes.

Os estudos desenvolvidos nesta linha de pesquisa tém como énfase entender,
em modelos experimentais e clinicos as repercussdes do uso de terapias inovadoras
no processo de reparacdo dos tecidos nervoso periférico em modelos animais.

Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram,
experimentalmente, que apds 60 dias de uma neurotmese, 0 segmento do nervo
recém-formado tem consideraveis axénios regenerados compativeis com um nervo
intacto, porém apresentam grande imaturidade nas camadas estruturais axonais do
nervo (LOS et al., 2015). Ao utilizar um biopolimero da cana-de-agucar, observou-se
ser um material adequado para ser utilizado na técnica de tubulizacdo, porém néo
foram encontrados grandes ganhos regenerativos quando comparado aos demais
grupos experimentais (DA SILVA et al., 2019).

Pesquisas tém sido realizadas com a finalidade de desenvolver biomateriais
para serem aplicados na técnica de tubulizacdo, com o intuito de acelerar o processo
de cicatrizacdo do tecido nervoso periférico (CAPKIN et al., 2017; ROQUE et al., 2017,
YURIE et al., 2017). Nesse contexto, o alcool polivinilico associado a outros farmacos
surge como um material promissor para regeneracdo de tecidos nervosos
(SHOKRGOZAR et al., 2011; SAUDI et al., 2019).

Além disso, o acido ascOrbico tem propriedades cicatrizantes devido a sua
regulacdo sobre a sintese de colageno tipo | e Il (MANELA-AZULAY et al., 2003), os
quais parecem estar envolvidos na regeneracdo dos nervos periféricos (TASSLER;
DELLON; CANOUN, 1994; CHERNOUSOQJV et al., 2008).

Associando, assim os dois recursos acima citados, o presente estudo avaliou a

associacao do biofilme de alcool polivinilico com &cido ascorbico (vitamina C) sobre a
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reparacao funcional e histomofométrica apds seis semanas da neurotmese do nervo
ciatico em ratos Wistar.

Os resultados do presente estudo experimental resultou em trés artigos: o artigo
1 intitulado “Efficacy of tubing technique with biomaterials compared to direct
coaptation technique after peripheral neurotmesis in nerve healing and return to
funcionality in Young adult rats: a systematic review protocol”, publicado no ano
de 2020 no Systematic Reviews (Qualis B1 para a area de medicina Il), onde foi
fornecido um protocolo para uma revisdo sistematica que ira avaliar a eficacia dos
biomateriais utilizados na técnica de tubulizacdo no processo de cicatrizagao,
recuperacédo histoldgica e funcional apds neurotmese periférica em ratos jovens; o
artigo 2 intitulado “Protocol of a nerve neurotmesis sciatic repair using polyvinyl
alcohol biofilm in Wistar rats”, aceito no Brazilian Neurosurgery Journal (Qualis
B5 para a area de medicina Il). Neste estudo, foi produzido e avaliado um protocolo
para a técnica de tubulizacao utilizando biofilme de &lcool polivinilico apés neurotmese
do nervo ciatico em ratos Wistar submetidos a neurotmese do nervo ciatico seguida
de sutura dos cotos nervosos envolvidos pelo biofilme de alcool polivinilico. A
avaliacao descritiva da técnica cirargica foi realizada apos o periodo experimental por
meio de um guestionario desenvolvido neste estudo; o artigo 3 intitulado “Biofilme de
alcool polivinilico e acido ascorbico acelera a regeneracdo nervosa ap6s uma
neurotmese: estudo experimental”, o qual esta em fase de traducéo e escolha da
revista. Neste ultimo artigo, foi verificado a aplicabilidade do biofilme de &lcool
polivinilico com acido ascérbico na recuperacdo funcional e histomorfométrica do
tecido nervoso periférico.

Essa tese foi elaborada atendendo as normas vigentes do Programa de PGs-
Graduacao em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento da UFPE, contendo
as seguintes sec¢des: (1) introducao, (2) revisao da literatura, contendo uma sintese
dos temas importantes para compreensao do objeto do estudo; (3) Justificativa da
pesquisa; (4) hipoteses e (5) objetivos (6) materiais e métodos, (7) resultados,
apresentados sob a forma de trés artigos originais; (8) consideracfes finais,

sumarizacao das principais conclusdes dos estudos; referéncias, apéndices e anexos.
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2 INTRODUCAO

Os nervos periféricos sado alvos constantes de lesGes de origem trauméatica que
resulta na interrupcéo da transmissao de impulsos nervosos e perda ou diminuicéo da
sensibilidade e funcdo muscular no territério inervado, afetando individuos de todas
as idades, podendo resultar na incapacidade do paciente acometido e representando
um dos grandes problemas econémicos e sociais na area da saude (MIRANDA;
TORRES, 2016; MALANOTTE et al., 2017).

Apés uma lesé@o nervosa ocorre uma sequéncia de eventos importantes como:
producdo imediata de disparos de potenciais de acdo, seguida por descargas
anormais que podem continuar por um longo periodo de tempo sobre as fibras
nervosas intactas e danificadas; secrecdo de neuropeptideos e mediadores pro-
inflamatorios no local da lesdo e no sistema nervoso central; ativacdo de nociceptores
e sensibilizagdo de nociceptores silenciosos através da liberacdo de produtos
inflamatoérios ou da expressdo de novos receptores ou canais idnicos; mudancas
sobre a expressao génica e a expressao de varios peptideos e receptores; brotamento
anormal de fibras periféricas e centrais; e mudangas no campo receptivo e
modalidades sensoriais das fibras periféricas danificadas e intactas (NAVARRO;
VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

Em condi¢cBes experimentais, a recuperacao das lesdes nervosas periféricas é
estudada principalmente através de técnicas de histomorfometria (ROQUE et al.,
2017). Apesar dessa técnica ser Util para estudar o processo de regeneracdo do
nervo, elas geralmente ndo permitem a avaliacdo da recuperacao funcional. Neste
sentido, as pesquisas dedicadas ao acompanhamento da reparacdo de lesbes
nervosas necessitam conciliar técnicas de avaliagdes motoras e histomorfométricas.

Sabe-se que o pior quadro de lesé@o do nervo periférico € aquele em que ocorre
ruptura axonal com descontinuidade do endoneuro, podendo ou néo ter ruptura do
perineuro e epineuro (neurotmese), o qual requer invariavelmente tratamento cirlrgico
(MOHAMMADI; AMINI; CHAREHSAZ, 2012; PERRETTA; GREEN, 2017; YOUSEFI
etal., 2019). Diante disso, estudos na area de engenharia tecidual tém sido realizados
com a finalidade de desenvolver materiais biodegradaveis, biocompativeis, de baixa
citotoxicidade, maleabilidade e tempo adequado de decomposi¢cdo que possam ser
utilizados como suporte, a fim de acelerar o processo de cicatrizacdo do tecido
nervoso periférico (CAPKIN et al., 2017; ROQUE et al., 2017; YURIE et al., 2017).
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Uma técnica que vem ganhando destaque na area da saude é a Eletrofiacéo, a
qual é capaz de gerar nanofibras semelhantes aos componentes da matriz
extracelular, com diametro que pode variar de micrometros a nanémetros, obtidas pela
aplicacdo de campo elétrico forte em solugdo de polimero ou massa fundida
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Outra vantagem da utilizacdo do biofilme proveniente da eletrofiacdo é a
possibilidade da incorporacdo de farmacos a sua estrutura com subsequente
liberag@o controlada em quantidades pré-definidas em um determinado periodo de
tempo (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Resultados positivos dessa técnica foram
observados sobre a cicatrizacéo de feridas em ratos diabéticos quando utilizado sob
a forma de nanofibra de alcool polivinilico (PVA) com quitosana (MAJD et al., 2016).

Devido a importancia do acido ascorbico (AA), comumente conhecido como
Vitamina C, sobre a cicatrizacdo dos tecidos (MOORES, 2013), a incorporagéo dessa
vitamina ao biofilme pode ser capaz de melhorar o processo cicatricial de uma
neurotmese, minimizando o comprometimento funcional e, consequentemente,
favorecendo a populacao afetada por esse tipo de lesdo a um rapido retorno as suas
atividades.

No entanto, como este biofilme associado a farmacos ainda nao foi utilizado no
tecido nervoso periférico pés neurotmese, faz-se necessarios estudos experimentais
com objetivo de verificar sua aplicabilidade na cicatrizagcdo desse tecido para
posteriormente ser utilizado em humanos. Portanto, por ser a neurotmese um
problema clinico significativo em todo o mundo, o presente estudo, de caréter
inovador, pretende avaliar se a utilizagdo do biofilme de PVA com AA podera acelerar

a reparacao funcional e histomorfométrica do nervo ciatico em ratos Wistar.



24

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso (SN) é didaticamente distribuido em sistema nervoso central
(SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (MOSKOW et al., 2019). O SNC é
constituido pelo encéfalo e medula espinal e € responséavel pelo processamento e
integracao de informagdes e tomada de decisdo, enquanto o SNP é responsavel pela
conexdo do SNC com os demais sistemas organicos, sendo constituido pelos ganglios
periféricos, nervos e terminagcdes nervosas. (TIAN; PRABHAKARAN;
RAMAKRISHNA, 2015; WIERINGA et al., 2018).

As duas principais células do SN s&o os neurbnios e as neuroglias
(PERRETTA; GREEN, 2017; ZAREH et al., 2019). Os neurdnios séo células excitaveis
e altamente especializadas, possuem os dendritos, um corpo celular e axoénio, 0s
quais tem a finalidade de receber, processar e transmitir impulsos nervosos,
respectivamente (PERRETTA; GREEN, 2017; DONATO et al., 2019).

Morfologicamente os neurbnios podem ser classificados em neurdnios
multipolares, os quais apresentam mais de dois prolongamentos celulares e
representam a maioria dos neurdnios no ser humano; neurénios bipolares, os quais
tem um dendrito e um axdnio e sdo encontrados principalmente na vida embrionaria,
bem como nos géanglios coclear e vestibular, na retina e na mucosa olfatéria; neurénios
pseudounipolares, 0s quais apresentam apenas um prolongamento préximo ao corpo
celular, mas que se divide em dois, o estimulo captado pelos dendritos, neste tipo de
neurdnio, passa diretamente para o terminal do axénio, sem passar pelo corpo celular;
neurdnios unipolares apresentam o corpo celular e o axonio, ndo existindo dendritos,
encontrados apenas no tecido embrionario (Figura 1) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013; HEINBOCKEL; CSOKA, 2019).

J& as neuroglias sdo as células de suporte e nutricdo do SN, sdo mais
abundantes que os neurénios e possuem capacidade de divisdo. No SNC existem os
astrocitos (protoplasmaticos e fibrosos), os quais regulam os neurénios e o ambiente
circunvizinho, secretam fatores de crescimento e citocinas relacionadas a imunidade;
as microglias que fagocitam patdégenos e residuos no local da lesédo; e os
oligodendrocitos que séo as células mielinizantes do SNC. Enquanto no SNP ha as

Células de Schwann (CS’s), que sdo capazes de migrar e fagocitar residuos de
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mielina, bem como estimular a formacdo de mielina nova, participando, assim, na
regeneracao do SNP (BRYCE, 2001; HEINBOCKEL; CSOKA, 2019).

A bainha de mielina, por sua vez, € um isolante elétrico formado pela fusdo da
membrana plasmética da célula de Schwann no SNP ou pelos oligodendrécitos no
SNC. Esta presente ao redor do axénio exceto nos nédulos de Ranvier (Figura 1),
permitindo o aumento da velocidade da conducéao elétrica, pois 0s potenciais de acao
saltam rapidamente de um nddulo para outro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
PERRETTA; GREEN, 2017).

Figura 1 — Classificacdo morfolégica dos neurdnios.
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Fonte: De autoria propria.

No SNP, funcionalmente, os neurdnios sao classificados em motores, cuja
funcdo € a de controlar os o6rgdos efetores, tais como glandulas exdcrinas e
enddcrinas e fibras musculares, possuindo seus corpos celulares localizados na
medula espinal; ou sensitivos, que recebem estimulos sensoriais do meio ambiente e
do préprio organismo e tem seus corpos celulares aglomerados préximo a medula
espinal, formando os ganglios sensitivos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Cada axdnio juntamente com sua bainha de mielina constitui uma fibra nervosa
(Figura 2), podendo ser classificada, a depender da presenca ou ndo desta bainha,
em mielinicas ou amielinicas, respectivamente. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
PERRETTA; GREEN, 2017). Cada fibra nervosa € recoberta por uma membrana
conjuntiva, o endoneuro, o qual é constituido por tecido conjuntivo frouxo (colageno

tipo Il e poucos fibroblastos) formado pelas células de Schwann. O conjunto das fibras
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nervosas formam feixes ou fasciculos nervosos, os quais sdo revestidos por outra
membrana, o perineuro, composto de fibroblastos justapostos, constituindo uma
barreira a passagem de macromoléculas e importante mecanismo de defesa contra
agentes agressivos. Os feixes, por sua vez, agrupam-se formando o nervo, o qual tem
0 epineuro como tecido de sustentacdo, formado por uma camada fibrosa mais
externa de tecido conjuntivo denso modelado (Colageno | e fibroblastos) e é rico em
vasos sanguineos (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; PERRETTA; GREEN,
2017; WANG et al., 2019).

Figura 2 — Estrutura dos nervos.
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Fonte: De autoria prépria.

3.2 Nervo Ciatico

O nervo ciético é o maior e o mais calibroso nervo do corpo humano, sendo
frequentemente envolvido em neuropatias e lesées. Por esse motivo, é também o
mais investigado nos estudos nas areas da neurologia, ortopedia, reabilitacdo e
anestesia, sejam estudos em modelos humanos e animais que visam a obtencéo de
mais esclarecimentos sobre o sistema nervoso periférico e novas técnicas de
regeneracao (BERIHU; DEBEB, 2015; SUAID et al., 2016).

Anatomicamente, nos humanos o nervo ciatico € formado a partir do segmento
medular de L4 a S3 e possui duas por¢des unidas em um nervo comum por uma
bainha de tecido conjuntivo, denominadas de nervo tibial (L4 - S3) e nervo fibular
comum (L4 - S2) (Figura 3A) (VICENTE et al., 2007; BERIHU; DEBEB, 2015), os quais
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juntos inervam na coxa os musculos semitendineo, semimembranaceo e biceps
femoral. ApOs penetrar na fossa poplitea, as suas duas porcdes se bifurcam e
enquanto o nervo tibial inerva todo o compartimento posterior da perna, o nervo fibular

inerva o compartimento anterior e lateral da perna (SUAID et al., 2016).

Figura 3 — Modelo esquematico das raizes nervosas e divisdes do nervo ciatico em modelo
humano (A) e em ratos (B).
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Fonte: De autoria propria.

Por outro lado, em ratos, o modelo animal mais comumente utilizado nos
estudos experimentais, 0s nervos sdo, em sua maioria, formados a partir do segmento
medular de L3 a L6 (ASATO et al., 2000). Desde a sua origem no forame isquiatico,
ele é constituido por um Unico fasciculo que segue um caminho caudal em direcéo a

fossa poplitea, onde se divide em trés ramos: os nervos tibial, fibular comum e sural
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(Figura 3B) (SUAID et al., 2016). Neste animal, o nervo tibial inerva os musculos
gastrocnémio medial, gastrocnémio lateral, tibial, soleo, flexor longo dos dedos
(BADIA et al., 2010), o nervo fibular comum supre os musculos anteriores, bem como
0S musculos peroneais da pata traseira (HENNIG, 1987) enquanto as fibras motoras
do nervo sural inervam os musculos plantares (PEYRONNARD; CHARRON, 1982).

3.3 Tipos de Lesdes nos Nervos Periféricos

De acordo com a natureza, as lesdes séo classificadas em traumatica, ndo
traumatica e cirargica (SEBBEN et al., 2011; DODLA et al., 2019).

As lesdes traumaticas do nervo resultam de colisbes, acidentes de veiculos a
motor, ferimentos a bala, fraturas, laceracdes ou outras formas de trauma penetrante,
enquanto que as ndo traumaticas sao atribuidas principalmente a compresséo e
adesdo do nervo e as de origem cirdrgica sdo secundarias a excisao tumoral.
(SEBBEN et al., 2011; DODLA et al., 2019).

Com a finalidade de avaliar o grau da lesdo nervosa periférica e sua
potencialidade de reparo, foram desenvolvidas algumas escalas, como a de Seddon
(SEDDON, 1943), de Sunderland (SUNDERLAND, 1951) e Ray (RAY; MACKINNON,
2010), sendo a primeira a mais utilizada, na qual classifica a lesdo em neuropraxia,
axonotmese ou neurotmese (Figura 4), conforme o grau de comprometimento dos
componentes neurais (SEDDON, 1943).

A neuropraxia € uma lesdo leve, com perda de funcdo motora e sensorial
temporaria devido a preservacao estrutural das fibras nervosas; na axonotmese ha
ruptura dos axbnios, mas com preservacdo dos revestimentos nervosos, sendo
considerada moderada; e como lesdo mais grave tem-se a neurotmese, na qual ocorre
a ruptura completa do nervo e seus revestimentos, necessitando invariavelmente de
tratamento cirdrgico (SEDDON, 1943; MATEJCIK et al., 2019; WANG et al., 2019)
(Tabela 1).

Aproximadamente apés 48 horas de uma axonotmese e neurotmese ocorre
uma série de reac¢des no corpo celular e no axénio, tanto no coto proximal quanto
distal a lesdo que sao responsaveis pela regeneracéo nervosa (Figura 5) (MODRAK
et al., 2019).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das lesdes nervosas periféricas segundo a escala de
Seddon (1943). O endoneuro esta sendo representado pela linha verde. As setas vermelhas
indicam o local da leséo e a estrutura acometida.

A AL AL

AN <
x AN

Neuropraxia Axonotmese Neurotmese

Fonte: De autoria propria.

Tabela 1 — Classificacdo das lesdes nervosas periféricas segundo a escala de Seddon

(1943).
Classificacdo Descricéo Etiologia Reparo
Bloqueio fisiologico, Feridas abertas, tracéo,
transitorio, da lesGes contundentes diretas,
Neuropraxia conducdo nervosa, compressao, medicamentos, Espontaneo
sem alteracdes congelamento, compressao
estruturais. experimental.
Axobnio cortado com Feridas abertas, lesbes
o endoneuro e as contundentes diretas
células de Schwann (fraturas e luxacg@es), tracao, Pode ser
Axonotmese intactos, com compressao repentina ou A
, L espontaneo
subsequente prolongada, intoxicacao
degeneracao guimica local, congelamento,
Walleriana. esmagamento experimental.
Fragmentacéo do
axonio, endoneuro : ~
Feridas abertas, lesbes :
e membrana basal, Invariavelme

contundentes diretas, tracéo,
envenenamento local.

Neurotmese S
podendo haver a nte cirargico
presenca do

epineuro.
Fonte: De autoria propria.
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No corpo celular ocorre a cromatélise, um processo de aumento do seu volume,
vacuolizacdo do citoplasma e dissolucdo dos corpusculos de Nissl (Figura 5C). O
seguimento distal dos axobnios lesionados sofre o processo de Degeneracdo
Walleriana (degeneragao anterograda), onde ha a divisdo mitética das CS’s a fim de
fagocitar a bainha de mielina e formar as Bandas de Bungner, um corddo de CS’s
essenciais para a promocdo de um ambiente propicio para o crescimento axonal e
para o fornecimento de fatores neurotréficos (Figura 5C). No coto axonal proximal
também existe 0 processo de degeneracdo (retrégrada) e, em seguida, surgem
diversos brotos axonais que avangam entre as CS’s (Figura 5D), ao longo do tempo
alguns brotos se degeneram enquanto apenas um persiste e cresce distalmente,
guiados pelas Bandas de Bugner. Ao final do processo, os comprimentos dos
segmentos internodais e o diametro no axénio regenerado sdo menores (Figura 5E)
(POPA et al., 2016; MATEJCIK et al., 2019; MODRAK et al., 2019).

Figura 5 — Degeneracdo e regeneracdo de um nervo periférico. A — Nervo intacto; B-
Neurotmese; C — cromatdlise, Degeneracdo Walleriana e Degeneragdo retrograda; D —
Brotamento do coto proximal; E — Nervo regenerado, porém com segmentos intermodais e
com didmetro axonal reduzidos.

Fonte: De autoria propria.

3.4 Importancia dos Fatores de Crescimento no Sistema Nervoso Periférico

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que desempenham importante
papel na manutencdo da sobrevivéncia celular, na estimulacdo da migracéo,
proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos de células envolvidas na regeneragéo
nervosa (PFISTER et al., 2007).
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Eles podem ser classificados em fatores neurotroficos e em citocinas, onde os
primeiros participam principalmente no desenvolvimento neuronal e na plasticidade
do adulto, enquanto as citocinas possuem fun¢des-chave em vérias situacdes
patologicas, como trauma, respostas imunoldgicas e inflamagédo (KLIMASCHEWSKI;
HAUSOTT; ANGELQOV, 2013), havendo também evidéncias do importante papel das
citocinas na manutencéo das condices fisiologicas do sistema nervoso (DUBOVY;
JANCALEK; KUBEK, 2013).

O primeiro fator neurotréfico descoberto foi o fator de crescimento neural (NGF)
(CHIRCHIGLIA et al., 2020), o qual é essencial na vida embrionaria na sobrevivéncia
de neurdnios durante a diferenciacdo do sistema nervoso, regula o crescimento do
axbnio e a formacdo de sinapses, além de influenciar a sintese de
neurotransmissores. Ja na vida adulta ele esta intimamente relacionado com a
plasticidade e regeneracéo neuronal, visto que a producao local de NGF pelas células
de Schwann regula o tamanho do corpo celular, brotamento axonal e arborizacéo
dendritica (MINNONE; DE BENEDETTI; BRACCI-LAUDIERO, 2017).

Outros fatores neurotréficos como as Neurogulinas, Fator Neurotréfico
Derivado de Cérebro (BDNF), Neurotrofina 3 (NT-3), a Neurotrofina 4/5 (NT - 4/5),
Fator de Crescimento associado a Insulina (IGF), Fator de Crescimento de Fibroblasto
(FGF), Fator Neurotréfico Ciliar (CTNF) e moléculas da matriz extracelular como a
laminina também dardo suporte ao crescimento axonal (IDE, 1996; BOYD; GORDON,
2003; NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007; GU et al., 2011; RAIMONDO et al.,
2011).

Dentre as citocinas destacam-se: o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a),
Interleucina 1a (IL-1a), IL-1B, Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 18 (IL-18), Fator
Estimulador de Colonia de Granulocitos (GM-CSF) e o Interferon- y (IFN-y). Ja em
relacdo as quimiocinas, as mais citadas na literatura sdo a Proteina Quimioatraente
de Mondcito 1 (MCP-1) e o Fator Inibidor de Leucemia (LIF). Essas moléculas sao
liberadas em diversas fases do processo regenerativo, estando envolvidas com o
crescimento axonal e com a atracdo de macrofagos para o local da lesdo (KURY;
STOLL; MULLER, 2001; ROTSHENKER, 2011).

Os macrofagos, por sua vez sdo mediadores essenciais da inflamacéo e o seu
recrutamento para o local da leséo inicia o processo de fagocitose dos fragmentos de
axbnio e mielina no coto nervoso distal, o qual contribui para o reparo adequado do

tecido nervoso. Os macréfagos também promovem a proliferacdo celular, maturacéo
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celular, resolucédo da inflamacédo e angiogénese. Devido sua natureza pré e anti-
inflamatoria, eles representam um alvo terapéutico para o tratamento da lesdo do

sistema nervoso periférico (LIU et al., 2019).

3.5 Técnicas de Reparacdo das Neurotmeses

A depender da idade do paciente, do mecanismo de lesédo, da proximidade da
lesdo com o copo celular, do intervalo de tempo entre a lesdo e a cirurgia e,
principalmente, da extensdo dos danos na matriz extracelular do SNP, os nervos
periféricos tem grande capacidade intrinseca de se regenerar (FARONI et al., 2015;
TREHAN; MODEL; LEE, 2016; NADI; MIDHA, 2018; MATEJCIK et al., 2019).

No entanto, apds uma neurotmese para que haja o avanco dos axénios do
cone de crescimento até o tecido alvo e resulte numa recuperagdo funcional, o
tratamento invariavelmente sera cirargico (DODLA et al., 2019; YOUSEFI et al., 2019).

Devido ao aumento das lesdes nervosas provenientes da Segunda Guerra
Mundial, novas técnicas, materiais e instrumentos microcirdrgicos foram
desenvolvidos (DODLA et al., 2019), tais como reparo direto, enxertos nervosos (auto
enxertos e alo enxertos), tubulizacdo biolégica (musculos, vasos sanguineos,
tenddes), tubulizacdo natural e tubulizacéo sintética (PATEL; LYON; HUANG, 2018;
DODLA et al., 2019; MOSKOW et al., 2019; ZHANG et al., 2019) (Figura 6).

Por outro lado, como ressecc¢des adequadas do tecido nervoso danificado e um
reparo sem tensdo sdo 0s elementos mais importantes no reparo do nervo
(PERRETTA; GREEN, 2017), antes da reparacao cirargica é de extrema importancia
avaliar as indicacdes, beneficios e limitacbes de cada técnica para garantir uma boa

recuperacéo nervosa (DA SILVA et al., 2019).

3.5.1 Reparo direto

O reparo direto, também denominado de neurorrafia término-terminal, a qual €
a sutura do nervo seccionado, foi a primeira técnica cirdrgica desenvolvida para a
reparacdo de lesdes do nervo periférico, datando do século XVIII (FLORES;
LAVERNIA; OWENS, 2000).

Na literatura séo descritos trés tipos de sutura para a reparacgédo direta: sutura
epineural, fascicular ou perineural e epi perineural (Figura 7) (NADI; MIDHA, 2018;
BERIS et al., 2019).
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Figura 6 — Técnicas de reparacao cirargica ap0s uma neurotmese.

Reparo
Direto
Auto enxerto
Enxerto
Nervoso
Alo enxerto
R Musculos, Vasos
Biol6gica Sanguineos, Tenddes
Fibroina de Seda,
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o Natural Quitosana, Alginato, Acido
Tubulizagao Hialurénico

Neurotmese Acido Poli glicélico, Acido

. Poli latico, Acido Poli latico

Degradaveis glicdlico, Policaprolactona,

i ) Poliéster uretano
Sintética - _— .
Silicone, Polietilenoglicol,
Nio Poliestireno,
Degradaveis Politetrafluoretileno,

Alcool Polivinilico

Fonte: De autoria propria.

Embora a sutura epineural seja uma intervencdo facil, pode-se notar um
direcionamento incorreto das fibras nervosas em regeneragdo, pois 0S vasos
sanguineos epineuriais sdo usados como orientacdo para o alinhamento fascicular.
Entretanto, o método fascicular de sutura apresenta minimo desvio da direcdo do
nervo e consiste em uma técnica com maior tempo de operacdo e maior reacao
tecidual no local da sutura. Por outro lado, em alguns casos, utiliza-se a sutura epi
perineural, onde a agulha passa pelo epineuro e pelo perineuro do grupo de fasciculos
nas proximidades ao mesmo tempo, permitindo uma melhor orientacdo do nervo
(HIRASAWA, 1996; BERIS et al., 2019).

Embora a sutura epineural seja uma intervencdo facil, pode-se notar um
direcionamento incorreto das fibras nervosas em regeneracdo, pois 0S vasos
sanguineos epineuriais sdo usados como orientacdo para o alinhamento fascicular.
Entretanto, o0 método fascicular de sutura apresenta minimo desvio da direcao do
nervo e consiste em uma técnica com maior tempo de operacdo e maior reacao
tecidual no local da sutura. Por outro lado, em alguns casos, utiliza-se a sutura epi
perineural, onde a agulha passa pelo epineuro e pelo perineuro do grupo de fasciculos
nas proximidades ao mesmo tempo, permitindo uma melhor orientagdo do nervo
(HIRASAWA, 1996; BERIS et al., 2019).
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Figura 7 — Reparacao nervosa utilizando a sutura epineural (A), fascicular ou perineural (B) e
epi perineural (C).

Fonte: De autoria propria.

Além disso, com a finalidade de garantir o suprimento sanguineo ideal, a
reparacao dos tecidos moles e minima tensao das extremidades nervosas, 0 reparo
direto deve ser utilizado apenas nas les6es em que héa interrup¢do na continuidade do
epineuro, sem perda de tecido nervoso e com pequeno espaco entre 0s cotos neurais
(RICCIO et al., 2019), caso contrario havera proliferagéo excessiva de tecido cicatricial
fibroso, descolamento de suturas nervosas ou a formacédo de neuroma no local da
reparacao, que impedem o correto crescimento axonal, bloqueiam a regeneracgao
axonal e, consequentemente, retardam a recuperacdo funcional do individuo
(SCHMIDT; LEACH, 2003; RICCIO et al., 2019).

Neuroma é definido como um crescimento localizado ou um tumor de tecido
nervoso, proveniente de uma regeneracao desorganizada ou incompleta de um nervo
apos sua lesdo. Devido a deposicdo de tecido cicatricial pelos fibroblastos, os
neuromas sao firmes, bulbosos, muitas vezes sensiveis a palpacao e podem ter dor
associada, junto com dorméncia ou parestesias. A historia de lesdo nervosa ou
cirurgia, dor neuropatica, sintomas na distribuicdo anatdbmica do nervo e padrdes
desorganizados de axdnios acompanhados de fibroblastos em proliferagdo, células
de Schwann e vasos sanguineos na analise microscépica séo achados caracteristicos
de neuroma (ARNOLD et al., 2019; NEUMEISTER; WINTERS, 2020).
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3.5.2 Enxertos nervosos (auto enxertos e alo enxertos)

Para lacunas nervosas maiores que 2,5 cm, desde o ano de 1870, o auto
enxerto nervoso, uma técnica em que um segmento de um outro nervo do proprio
individuo € usado para preencher uma porcao lesada, é considerada o padrdo ouro
na reparacao cirurgica (Figura 8A) (DELLON; DELLON, 1993; BHANGRA et al., 2016;
DODLA et al., 2019).

A selecdo do nervo doador € baseada na minimizacdo dos déficits pos-
operatério e correspondéncia de tamanho com a lesdo nervosa, sendo mais
comumente utilizado os nervos sural, braquial e nervos cutaneos. Nas lesbes dos
nervos principais da extremidade superior, tais como o0s nervos axilar, radial, ulnar,
mediano e musculocutaneo preconiza-se utilizar o nervo sural como doador, enquanto
gue para lesbes em nervos menores, utiliza-se 0s nervos cutaneos ipsilaterais da
extremidade superior como doadores (WOLFE SCOTT et al., 2011; PEDERSON,
2014).

Figura 8 — Reparacdo nervosa utilizando a técnica de auto enxerto (A) e aloenxerto (B).

// ‘.7 \.“ ,/ \\.

‘.‘” Segmento [ [ Segmento | \

" nervoso ‘I | | TENEED ‘

| do préprio | | | deoutro | |

\_individuo | / \ individuo |

Fonte: De autoria propria.

Apresenta como vantagem a baixa taxa de rejeicao tecidual e a presenca das
células de Schwann e da lamina basal do tudo endoneural (BERIS et al., 2019)
permitindo o direcionamento do crescimento axonal, e aumentando, assim, as
chances de recuperacédo da funcdo motora (WIERINGA et al., 2018).

Por outro lado, a depender do tamanho do enxerto do nervo doador e do nervo

lesado, pode ser necessaria a criacdo de uma ou mais lesdes nervosas, 0 que pode
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resultar em perda de funcao, perda sensorial, formacédo de neuroma, dor e aumento
da sensibilidade ao frio na regido doadora, além de ser um procedimento de longa
duracao e de alto custo (TREHAN; MODEL; LEE, 2016; PERRETTA; GREEN, 2017).

Devido as desvantagens do auto enxerto e dos avangos na pesquisa meédica,
tem sido crescente a utilizacao do alo enxerto, o qual consiste num segmento nervoso
decelularizado e pré-degradado enzimaticamente proveniente de um outro individuo,
normalmente cadaveres (Figura 8B) (WIERINGA et al., 2018; MEHEDINTU-
IONESCU; STEFANESCU; JECAN, 2019), o qual € suturado aos cotos nervosos, por
meio de suturas epineurais (PERRETTA; GREEN, 2017).

A descelularizacdo € um processo que remove ou destréi as células presentes
em um tecido, impedindo a forte resposta imunolégica que o implante de tecido
causaria no hospedeiro e ainda preservando os elementos estruturais do doador
(WIERINGA et al., 2018), incluindo a estrutura fisica do epineuro, fasciculos e tubos
endoneurais (PERRETTA; GREEN, 2017).

Varios comprimentos e diametros estéo disponiveis, tornando-0s convenientes
para os cirurgides, visto que sdo preservados por meio do congelamento (PERRETTA,
GREEN, 2017; DODLA et al., 2019). No entanto, foi demonstrado que, se os alo
enxertos sdo preservados por muito tempo, a sua capacidade de regeneracao fica
comprometida (GULATI, 1996; EVANS et al., 1999). Além disso, a fim de evitar
rejeicdo tecidual do tipo corpo estranho os pacientes tem que utilizar drogas
imunossupressoras por longos periodos de tempo, tornando-0s mais vulneraveis a
outras complicacdes (BELANGER et al., 2016).

3.5.3 Técnica de tubulizagéo

Embora o auto enxerto nervoso seja considerado o padréo ouro na reparagao
das lesGes nervosas, a técnica de tubulizacdo tem sido estudada desde 1980, e
consiste na sutura dos cotos neurais no interior do tubo guia (Figura 9) (BRUNELLI et
al., 1993).

Os principais beneficios sdo a orientacdo adequada dos cotos axonais em
direcéo ao coto distal ou aos tecidos alvos, prevencao de neuromas, difusédo de fatores
neurotréficos secretados pelo nervo danificado, acimulo de componentes da matriz
extracelular e inibicdo da infiltracdo de fibroblastos, reduzindo a formacao do tecido
cicatricial no local da lesdo (ADAMS et al., 2017). Esse processo permite, em ultima

instancia, a formacao de nova matriz extracelular sobre a qual os fibroblastos, vasos
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sanguineos e células de Schwann podem migrar e fornecer um microambiente
adequado para uma regeneracao nervosa bem-sucedida (KONOFAQOS; VER HALEN,
2013).

Diversos materiais séo utilizados na confeccéo dos tubos guia para o processo
de regeneracado nervosa, dentre eles destacam-se os de origem biolégica (musculos,
vasos sanguineos, tenddes) e os de origem natural e sintética (MOSKOW et al., 2019;
ZHANG et al., 2019).

Figura 9 — Reparacgéo nervosa utilizando a técnica de tubulizacao.

<+<— Tubo guia

Fonte: De autoria propria.

Para que haja eficacia funcional, os condutos de origem natural e sintética
devem ter uma adequada taxa de degradacédo (se for baixa ou alta formara tecido
cicatricial em excesso ou irA comprimir 0 nervo regenerado, respectivamente); alta
porosidade (> 80% - para permitir a passagem de nutrientes para dentro do conduto
e inibir a infiltracdo de tecidos indesejados); uma superficie interna lisa (para que as
células de regeneracéo se fixem nele de forma regular); um didmetro correspondente
ao diametro dos cotos distais e proximais e, permitir o preenchimento com fatores
bioldgicos, tais como fatores de crescimento, fibrina e moléculas presentes na matriz
extracelular, incluindo fibronectina e colageno, para melhorar a regeneragédo axonal
(HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019).
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3.5.3.1 Tubulizacao biolégica

% Musculos

A partir de 1983 deu-se inicio as primeiras pesquisas utilizando condutos
provenientes de musculo esquelético. Essa técnica apresenta a vantagem da ampla
disponibilidade deste tecido no corpo humano e de favorecer a regeneracao das fibras
nervosas, pois por meio da lamina basal e dos componentes da matriz extracelular
muscular ha o direcionamento do crescimento do nervo. No entanto, ha a
desvantagem de se ter um musculo doador, o qual pode ser do préprio paciente ou
de um outro individuo e, ainda ha o risco das fibras nervosas crescerem no tecido
muscular (IDE et al., 1983).

Além disso, estudos apontam que a eficacia desta técnica € baixa em lacunas
nervosas maiores que trés centimetros (MEEK; VAREJAO; GEUNA, 2004;
SIEMIONOW; BOZKURT,; ZOR, 2010; RICCIO et al., 2019).

< Vasos Sanquineos

Embora o primeiro conduto de pequenos segmentos de artérias tenha sido
utilizado a partir de 1981, esta técnica ndo tem sido adotada no cenario clinico
(RICCIO et al., 2019), pois a rigidez das paredes arteriais tem sido associada a
pressdo excessiva nos cotos axonais, levando a hip6xia do nervo e,
consequentemente, dificuldade na regeneragdo nervosa (ALEXOPOULOS et al.,
2019).

Por outro lado, os condutos de veias autélogas propiciam o crescimento axonal.
No entanto, devido a espessura fina das paredes desses vasos, este tipo de conduto
apenas pode ser utilizado em lacunas nervosas curtas (< 10mm), pois com a
constricdo do tecido em regeneracao pode haver o colapso destes condutos (DODLA
et al., 2019).

A fim de evitar o colabamento dos condutos biologicos e permitir sua utilizacao
em lacunas maiores (PERRETTA; GREEN, 2017; DODLA et al.,, 2019), tem-se
utilizado conduto composto por musculo e veia desnaturados, o qual foi capaz de
potencializar os efeitos sobre a recuperacdo funcional e regeneracdo das fibras
nervosas, quando comparados apenas ao conduto muscular (MOHAMMADI et al.,
2016).

< Tendobes
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Devido ao arranjo longitudinal dos feixes de colageno, os tenddes sdo capazes
de formar enxertos favoraveis para a regeneracao do nervo e, ao contrario dos demais
condutos naturais, sdo capazes de preencher lacunas de até um centimetro
(BELANGER et al., 2016).

Embora seja um material biolégico abundante, com perda limitada de funcao
proximo ao local doador, as desvantagens de se utilizar condutos provenientes do
tendao incluem a disseccéo cirurgica extensa, imobilizacao pds-operatdria, formacéo
de cicatrizes, desequilibrio da funcdo tendinea no local, com consequente perda de
forca muscular (LOEWENSTEIN; ADKINSON, 2019).

3.5.3.2 Tubulizacdo natural

O desenvolvimento de novos materiais que correspondam ou excedam o
desempenho funcional dos auto enxertos e alo enxertos nervosos, bem como da
tubulizacédo biologica (DODLA et al., 2019) surgiram com o intuito de impedir as
alteracdes funcionais, a reacao tecidual e a fibrose no local da sutura no local doador
(DOOLABH; HERTL; MACKINNON, 1996; BIAZAR et al., 2010; ADAMS et al., 2017).

Esses avancos levaram a fabricacdo de condutos formados por substancias
celulares capazes de fornecer adequada sinalizacdo biomolecular e resposta
imunoldgica (WANG; CAl, 2010; MOSKOW et al., 2019). Além disso, os biomateriais
naturais sado abundantes e faceis de obter, tém boa biocompatibilidade e
biodegradabilidade e séao facilmente absorvidos pelo organismo. No entanto, cada
biomaterial natural tem suas préprias desvantagens: alguns sdo quebradicos e faceis
de fraturar, ou facilmente erodidos em um ambiente imido, outros s&o insollveis em
adgua e em solventes organicos comuns, limitando sua aplicacéo (ZHANG et al., 2019).

Os polimeros naturais mais utilizados para fabricacdo desses condutos
nervosos incluem a fibroina de seda (MAGAZ et al., 2018), colageno (HOUSHYAR,;
BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019), gelatina (LIU, 2008), quitosana (CHEN, 2019),
alginato (YI; XU; GU, 2018) e acido hialurénico (RAMOS et al., 2018).

« Fibroina de Seda

A fibroina de seda é uma proteina fibrosa natural, produzida pelo Bombyx mori,
popularmente conhecido como bicho da seda. (VALLES RAMIREZ, 2016; CHENG et

al., 2018). E composta por duas cadeias de polipeptideos, uma cadeia pesada (~390
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kDa), que possui grande quantidade de hexamino e uma cadeia leve (~25 kDa), que
possui grandes quantidades de acido aspartico e glutamico (QIl et al., 2017).

Devido a sua semelhanca com a matriz extracelular, a fibroina seda tem sido
comumente utilizada na bioengenharia (MAGAZ et al., 2018). Possui boa
biocompatibilidade, propriedade biomecanica adequada, boa elasticidade e
estabilidade térmica favoravel para ser esterilizada. Além disso, apresenta 6timo
custo-beneficio por ser facilmente encontrada em condic6es ambientais (FAROKHI et
al., 2017).

Embora estudo com animal tenha sido capaz de correlacionar o conduto de
seda com o enxerto nervoso autdlogo sobre a regeneracdo nervosa, a pesquisa em
modelo humano ainda esta em andamento (KORNFELD; VOGT; RADTKE, 2019).

% Colageno

Todos os colagenos séo proteinas triméricas formadas pela associacéo de trés
cadeias polipeptidicas. Estas podem ser idénticas (homotrimero colagenos) ou
diferentes (coldgenos heterotrimeros) (LIU et al., 2015; BELLA, 2016). O colageno tipo
1 foi o primeiro colageno a ser identificado, € um heterotrimero, com dois a1- idénticos
cadeias e uma cadeia a2 na forma molecular de [a1(1)] 2a2(]) (LIU et al., 2015), é a
proteina mais abundante em vertebrado, esta presente em muitos 6rgaos e € um dos
principais constituintes dos ossos, tenddes, ligamentos e pele (BOU-GHARIOS;
ABRAHAM; DE CROMBRUGGHE, 2020). Devido as sua facilidade em ser isolado e
purificado, aderéncia para diferentes tipos de células e eficacia tanto in vitro quanto
clinicamente, o coladgeno €é amplamente utilizado nas indastrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética por sua nutricdo (LIU et al., 2015; PANAGOPOULOS;
MEGALOIKONOMOS; MAVROGENIS, 2017). Varios guias nervosos feitos de
colageno reticulado tipo | foram aprovados pela Administracdo de Alimentos e
Medicamentos dos EUA (Food and Drugs Administration — FDA) e estéo disponiveis
comercialmente (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019). Entretanto, seu
tempo de biodegradacdo pode variar de 8 meses a 48 meses, podendo levar a
compressdo do nervo (PANAGOPOULOS; MEGALOIKONOMOS; MAVROGENIS,
2017; ZHANG et al., 2019).
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% Gelatina

A gelatina é uma mistura heterogénea de peptideos derivados do colageno,
porém desnaturado com destruicdo das ligacbes cruzadas entre as cadeias
polipeptidicas, facilitando assim a sua fabricacéo e preservacdo (LIU et al., 2015;
CHEN, 2019). E biodegradavel com excelente biocompatibilidade, plasticidade e
adesividade. No entanto, por ser soluvel em agua e devido as suas caracteristicas
mecanicas, os condutos de gelatina podem se romper durante as suturas, sendo
necessario agentes para estabilizar essas propriedades e tornar a gelatina adequada
para aplicac6es biomédicas (LIU, 2008). Na literatura a gelatina tem sido comumente
associada a quitosana, tendo efeitos positivos na regeneracdo do nervo lesado
(WANG et al., 2012).

% Quitosana

A quitosana é um polimero natural catiénico produzido pela N-desacetilacdo
alcalina da quitina, possui 6tima biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa
toxicidade baixo custo (CHENG et al.,, 2003; ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017) e
excelente atividade antibacteriana, sendo encontrado na parte anterior do corpo dos
artrépodes, especialmente crustaceos (WANG; CAl, 2010). Tem sido comprovado que
conduto de quitosana é capaz de regenerar o nervo, além disso, pode ser incorporado
em sua estrutura outros materiais, como medicamentos e nanoparticulas metalicas,
com a finalidade de acelerar o processo cicatricial do nervo (CHEN, 2019). No
entanto, devido a sua alta temperatura de transicdo vitrea e a estabilidade térmica
relativamente baixa, a quitosana pura ndo pode ser derretida e geralmente é
processada em solucdes (WANG; CAl, 2010).

< Alginato

O alginato € um polissacarideo linear composto por unidades homopoliméricas
de 1,4-ligado (-D- &cido manurénico) (M) e (-L-&cido gulurénico) (G). As unidades M
possuem uma conformacéo linear e flexivel; enquanto que as unidades G fornecem
segmentos dobrados e conformacéao estrutural rigida. Os alginatos com alto teor de M
também sdo imunogénicos e mais potentes na inducdo de citocinas em comparacéo
com alginatos de alto teor de G (FERNANDO et al., 2019; HERNANDEZ-GONZALEZ;
TELLEZ-JURADO; RODRIGUEZ-LORENZO, 2020).
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O alginato é sintetizado a partir de algas marrons ou algas marinhas e é capaz
de promover o crescimento das células de Schwann (FAROKHI et al., 2017),
possivelmente pela estimulacdo da liberacdo de moléculas sinalizadoras a partir dos
cotos distais do nervo em regeneracao (YI; XU; GU, 2018) e pela sua boa
biodegradabilidade, biocompatibilidade e nédo toxicidade. Em contrapartida,
normalmente os condutos de alginato apresentam polimeros sintéticos em sua
estrutura, pois sozinho apresenta alta viscosidade, alta taxa de degradacao e baixa
forca mecéanica (GOLAFSHAN; KHARAZIHA; FATHI, 2017).

% Acido Hialurdnico

O Acido hialurénico € um componente da matriz extracelular e existe como um
glicosaminoglicano de alto peso molecular composto de repeticdes de dissacarideo
de N-acetil glucosamina e &cido glucurdnico, ligados entre si por uma alternancia de
ligacOes glicosidicas beta-1,4 e beta-1,3 (FERNANDO et al., 2019), apresenta boa
biocompatibilidade e beneficios terapéuticos na regeneracéo dos neurénicos (RAMOS
et al.,, 2018), € um polimero ndo imunogénico de ocorréncia natural e tem sido
amplamente utilizado para aplicacdes de engenharia de tecidos e como conduto
oferece ao nervo um ambiente poroso e hidratado por onde moléculas pequenas se
difundem (SURI et al., 2011).

3.5.3.3 Tubulizacdo sintética

Ao contrario dos condutos naturais, os condutos sintéticos podem ter suas
propriedades mecanicas, quimicas e estruturais modificados para aumentar a
regeneracdo nervosa. Portanto, podem ser incorporadas substancias em sua
estrutura; podem ser produzidos na forma de malha, esponja, tubos sélidos ou
porosos. Por outro lado, alguns cuidados devem ser tomados durante a fabricacéo, o
conduto nervoso deve ser atéxico, minimamente imunogénico e de fabricacéo
simples. Além disso, deve orientar a dire¢cdo do nervo regenerativo, isolar o axénio
regenerado do tecido cicatricial e proteger o nervo regenerado contra a compressao
circundante (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019). Na literatura, os
condutos sintéticos podem ser classificados em materiais ndo biodegradaveis e
biodegradaveis (CHEN, 2019).

s Degradéaveis
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Dentre os condutos sintéticos degradaveis mais utilizados na reparacao
nervosa, destacam-se o acido poli glicolico (PGA); acido poli latico (PLA), acido poli
latico glicolico (PLGA), policaprolactona (PCL) e o poliéster uretano (YI; XU; GU, 2018;
RICCIO et al., 2019).

Embora tenha sido observado que o conduto de PGA fornece uma melhor
orientacdo das fibras nervosas quando comparado ao reparo direto, 0 nimero de
estudos com esse conduto na literatura ainda € limitado, necessitando de mais
andlises para comprovar sua eficacia na regeneracdo nervosa (SENTURK et al.,
2019).

O PLA tem demonstrado grande utilidade na engenharia de tecido, sendo
fabricados condutos para regeneracdo de nervos, masculos, vasos sanguineos e até
mesmo de tecidos cutaneos. Apresenta grande capacidade de transportar
medicamentos em sua estrutura com liberacéo controlada (SANTORO et al., 2016).

Devido a sua velocidade de degradacao controlavel e sua biocompatibilidade,
0 conduto de PGLA pode ser usado como veiculo de farmacos de liberacdo lenta,
aumentando ainda mais para o tratamento de lesdes nos nervos periféricos (ZHAO et
al., 2015).

A PCL apresenta maleabilidade e viscoelasticidade superiores a outros
biomateriais sintéticos degradaveis e por isso tem sido bastante utilizado na
regeneracao de vasos sanguineos, de nervos, e 0ssos (WOODRUFF; HUTMACHER,
2010). Em contrapartida um estudo demonstrou que os condutos de poliéster uretano

exibiram capacidades de regeneracdo muito maiores que o PCL (XU et al., 2016).

< N&o Degradéaveis

Dentre os condutos sintéticos ndo degradaveis mais utilizados na reparacao
nervosa descritos na literatura se destacam o silicone, o polietilenoglicol (PEG) e o
alcool polivinilico (PVA), existindo também o poliestireno, o politetrafluoretileno
(STOCCO et al., 2018).

O silicone foi o primeiro polimero sintético ndo-biodegradavel utilizado como
guia nervoso (SZAL; MILLER, 1975). Devido as suas propriedades elasticas, sua
flexibilidade e biocompatibilidade, o conduto de silicone tem sido amplamente utilizado
na regeneragdo nervosa sob condigdes controladas, podendo inclusive ser inseridas

moléculas sinalizadoras em sua estrutura (YI; XU; GU, 2018). Além disso, a sua
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transparéncia auxilia no exame 3D de avaliagdo do nervo em regeneracéo
(HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019).

O segundo conduto ndo degradavel produzido para substituir os condutos
naturais foi o PEG (DA SILVA et al., 2019), o qual tem sido capaz de melhorar a
recuperacdo funcional do nervo periférico em modelo animal, devido a sua
estabilidade biomecanica, por apresentar poros na constituicdo do tubo, evitando o
colapso do tubo guia (BAMBA et al., 2018).

Um material hidrossolavel, ndo degradavel e mais recente que tem sido
utilizado na literatura para varios fins terapéuticos (ARSLANTUNALI et al., 2014;
WELLER, 2019), como para acelerar a regeneracao nervosa ap0s uma neurotmese é
o PVA (STOCCO et al., 2018). Quando adicionado alginato, um polimero natural, a
estrutura do conduto de PVA, hd o aumento da condutividade elétrica, da resisténcia
e da tenacidade deste material, fornecendo assim, uma matriz mais adequada para
suportar respostas celulares no local em regeneracdo (GOLAFSHAN; KHARAZIHA,
FATHI, 2017).

Embora os polimeros sintéticos ndo degraddveis sejam mecanicamente
estaveis (SARKER et al., 2018), faz-se necessaria uma segunda cirurgia para remove-
los, a fim de reduzir as rea¢des imunoldgicas, as quais podem levar a constricdo do
nervo, dificultando a sua regeneracdo (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS,
2019).

Diante da grande disponibilidade de condutos artificiais e o baixo nivel de
evidéncia metodoldgico e comparativo destes materiais, a escolha de um conduto
ainda representa um desafio, ficando a cargo da experiéncia do cirurgido (SILVA et
al., 2017).

3.6 Fabricacdo de Biomateriais com a Técnica de Eletrofiacao

Muitos métodos foram desenvolvidos para a producdo de fibras a partir de
polimeros sintéticos, destacando-se a eletrofiacdo, a qual foi descrita pela primeira
vez em 1923. Destaca-se por produzir fibras na faixa nanomeétrica, as quais sao
principalmente utilizadas na medicina e na agronomia. Devido ao tamanho das fibras
obtidas nesta técnica, elas séo frequentemente denominadas de nanofibras (DOSHI,
RENEKER, 1993).

A eletrofiacdo envolve um processo eletrohidrodinamico, onde uma gota do

liquido é colocada em uma seringa e € eletrificada, ao ultrapassar a tenséo superficial
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dessa solucéo, a repulsao eletrostatica entre as cargas da superficie que apresentam
o0 mesmo sinal elétrico transforma a gota em um cone de Taylor, gerando um jato, o
qual segue alongando para produzir a fibras. A medida que o jato é esticado em
didametros mais finos, ele solidifica rapidamente, levando a deposicao de fibras sélidas
no coletor aterrado. Os principais equipamentos utilizados incluem: uma bomba de
infusdo, seringa contendo a solucéo, fonte de alta tensao, a qual pode ser de corrente
continua ou alternada e a placa coletora onde séo obtidos os biofilmes (Figura 10 e
11) (XUE et al., 2019).

Figura 10 — Representacdo esquematica da técnica de eletrofiacao.
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Fonte: De autoria propria.

Esta técnica pode ser afetada pelos seguintes fatores: viscosidade,
condutividade e tensdo superficial da solucdo; pressao hidrostatica no capilar,
potencial elétrico da ponta e distancia entre a ponta e a tela de coleta; além disso,
pelos parametros ambientais, tais como temperatura, umidade e ar velocidade na
placa coletora (DOSHI; RENEKER, 1993).

Outra vantagem da fabricacdo de micro e nanofibras pela eletrofiacdo é a
possibilidade da incorporacao de farmacos a sua estrutura com subsequente liberacéo
controlada em quantidades pré-definidas em um determinado periodo de tempo
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).
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Figura 11 — Equipamentos do Laboratério de Biodispositivos Nanoestruturados utilizados na
producdo do biofilme de &lcool polivinilico por meio da eletrofiagéo. (A) Bomba de infuséo; (B)
Seringa contendo uma solucao; (C) Fonte de alta tensao; (D) Placa coletora onde sdo obtidos
os biofilmes.
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Fonte: De autoria propria.

Estudos anteriores tém demonstrado resultados promissores na estimulacéao
da regeneracédo nervosa funcional e histomorfométrica ao utilizar condutos de poli (L-
lactideo-co-glicolideo) e poli (e-caprolactona) sem farmacos em sua estrutura,
provenientes da técnica de eletrofiacdo (PANSERI et al., 2008; XIE et al., 2014).

Com o élcool polivinilico, estudos tem feito a sua combinacdo com outros
polimeros sintéticos para produzir condutos eletrofiados com melhor maleabilidade,
estabilidade mecanica e térmica e biocompatibilidade, demonstrando bons resultados
na regeneracao de 0ssos, cartilagens, peles, vasos sanguineos, nervos, cérnea e,
também, como veiculos para a administracao controlada de drogas, proteinas, fatores
de crescimento, nanoparticulas e até mesmo DNA (GUPTA et al., 2014; KONG; Ml,
2016; TEIXEIRA; AMORIM; FELGUEIRAS, 2020).

3.7 Acido Ascorbico
O acido ascorbico (AA) é um composto de seis carbonos relacionado a glicose

e sua forma biologicamente ativa, a vitamina C, foi isolada pela primeira vez em 1928
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pelo bioquimico hingaro e vencedor do prémio Nobel, Szent-Gyorgyi (IQBAL; KHAN;
KHATTAK, 2004).

Esta vitamina é soluvel em agua, antioxidante, estimula a producéo e ativacao
de células imunoldgicas, diferenciacdo e estimulacao de fibroblastos e é um cofator
da prolil hidroxilase e lisilhidroxilase as quais catalisam a hidroxilagéo de residuos de
prolina e lisina do procolageno, promovendo o dobramento adequado da conformacéao
de tripla hélice do colageno (DEPHILLIPO et al., 2018; ABDULLAH; JAMIL; ATTIA,
2020; NJUS et al., 2020).

Embora seja essencial para a homeostase de tecidos e 6rgados normais, bem
como para a regeneracao tecidual (MORETTI et al., 2017), ao contrario dos animais,
0s humanos néo a sintetizam, sendo necessaria sua ingestao através de dieta (frutas
citricas e muitos vegetais) ou na forma de suplemento (IQBAL; KHAN; KHATTAK,
2004).

Na forma de suplementacéo exdgena, ao longo dos anos a vitamina C tem sido
bastante utilizada para acelerar a consolidacdo 0ssea ap6s fraturas (DEPHILLIPO et
al., 2018), acelerar a recuperacao funcional e histologica do tendao de Aquiles apés
lesdo (SOUZA et al., 2019), sepse, doencas de pele, cancer (MORETTI,
RODRIGUES, 2020) e como uma nova abordagem terapéutica na leucemia linfocitica
cronica (DARWICHE et al., 2020).

No sistema nervoso central, devido a sua funcdo neuromodulatéria, o AA
elimina espécies reativas de oxigénio produzidas durante a atividade sinaptica e o
metabolismo neuronal e por isso parece protege-lo contra os danos comportamentais
e neuroquimicos observados em condi¢cdes psiquiatricas e neurodegenerativas
(MORETTI; RODRIGUES, 2020).

No sistema nervoso periférico estudos demonstraram que o AA é essencial na
regeneracao nervosa em modelos animais, visto que a suplementacdo dessa vitamina
promoveu o crescimento de neuritos em culturas de neurdnios do géanglio da raiz
dorsal (DRG), aumentou a proliferagédo e o comportamento de migragcdo em culturas
de células de Schwann primarias e aumentou a proliferacdo e migracdo dos
macrofagos e, portanto, melhorou a recuperacgéao funcional do nervo ciatico apés uma
neuropraxia (LI et al., 2019; LI et al., 2020).
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3.8 Métodos de Avaliacdo da Reparacéao Cirurgica do Nervo Ciéatico

A engenharia tecidual vem desenvolvendo estratégias bem-sucedidas para
promover a melhora do quadro funcional, histologico e clinico dos nervos apés uma
lesdo (CARRIEL et al., 2014) e, portanto, € de suma importdncia compreender as

ferramentas utilizadas para se avaliar se houve o reparo adequado dessas lesdes.

3.8.1 indice funcional do ciatico

Diante da falta de um método quantitativo, confiavel e reprodutivel para avaliar
o desempenho funcional do nervo periférico em ratos apds uma lesédo, em 1982 foi
desenvolvido o primeiro indice funcional do ciatico baseado em quatro medidas
obtidas em cada pata posterior dos animais (Figura 12), comparando o lado lesionado
com o lado sadio através da férmula matematica desenvolvida naquele trabalho
(Equacdo 1). O valor obtido, arredondado para a unidade mais proxima, foi
considerado como um indice da condicao funcional do nervo ciatico expresso como
um déficit percentual, onde zero por cento representa uma fungcdo normal, enquanto
que -100% representa a perda de funcao resultante de uma neurotmese do nervo
ciatico. (DE MEDINACELI; FREED; WYATT, 1982).

Figura 12 — Impressao digital das patas de rato Wistar com as medidas obtidas na pata
experimental e normal para a realizacdo do Indice Funcional do Ciatico segundo De
Medinaceli e colaboradores (1982).
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Em 1989, foram desenvolvidas trés formulas a fim de avaliar de forma
independente a regeneracao funcional dos nervos ciatico (Equacéo 2), tibial (Equacéao
3) e peroneal (Equacéo 4) (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 1989), a qual é a mais

utilizada até hoje nas pesquisas em modelo animal (YAZAR et al., 2020).

IFC = [(ETOF - NTOF)NTOF + (NPL - EPL)EPL + (ETS - NTS)NTS +
(EIT - NIT)/NIT] x 220/4 +

Onde:
E = experimental,
N = normal;
TOF = “Distance to Opposite Foot”, ou distdncia ao pé oposto, é a
projecdo ortogonal da distancia entre a extremidade do terceiro dedo
de uma pata até a extremidade do terceiro dedo da pata contralateral
na pegada seguinte;
PL= “printlength”, ou comprimento da pata, € a distancia linear entre os
dois pontos mais extremos da pegada, no sentido longitudinal, que é
sempre maior na pata lesada;
TS = “total spread”, ou espalhar total dos dedos, € distancia linear entre
os dois pontos mais extremos da pegada, no sentido transversal,
devendo coincidir com a marca dos dois dedos mais extremos;
IT = “intermediate toes”, ou espalhar dos dedos intermediarios, é a
distancia linear entre os dois dedos intermediarios.

IFC = [(-38,3 . [(EPL - NPL) . NPL] + 109,5 . [(ETS - NTS) . NTS"] + 13,3 . -
[(EIT-NIT).NITY]-8,8 *
IFT = [(-37,2 . [(EPL - NPL) . NPL] + 104,4 . [(ETS - NTS) . NTS] + 45,6 .

Eq. 3
[(EIT-NIT).NIT?]-8,8

IFP = [(174,93 . [(EPL - NPL) . NPL] + 80,3 . [([ETS - NTS) . NTS?] - 13,4 Eq. 4

3.8.2 Andlise macroscopica

Avaliacdo macroscépica da reparacdo nervosa tem sido descrita desde 1979,
onde foi verificado que os nervos sdo predominantemente longitudinais e, portanto,
estreitamente relacionados com as artérias, veias e vasos linfaticos, bem como com
musculos e suas fascias (KLINE, 1979).

Desde entdo, apos lesbBes nervosas seguidas de reparagao cirurgica tem sido
avaliada a cicatrizacéo tanto da pele e dos musculos ao redor do nervo (PETERSEN
et al., 1996; SANLI; DINCEL; UMAY, 2019), bem como verificando o alinhamento dos
cotos nervosos (ISAACS et al., 2016; AKHTER et al., 2019) e a presenca de neuroma

(CHALLONER et al., 2019), visto que estes parametros fornecem dados importantes
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tanto da eficacia da técnica cirirgica como da fase de cicatrizacdo que o tecido se
encontra (AKHTER et al., 2019).

No entanto, ao longo do tempo os estudos avaliam apenas um destes
parametros classificando-os em niveis (CHEN et al., 1994; SIEMIONOW et al., 2017)
e nao foi encontrado relatos na literatura que tenha demonstrado uma analise
macroscopica mais ampla, apresentando dados qualitativos da reparacéo cirurgica de
uma lesdo nervosa periférica, fornecendo uma visdo mais ampla da reparacao de

todos os tecidos envolvidos na reparacgéo cirdrgica do nervo acometido.

3.8.3 Avaliacao histoldgica e histomorfométrica

A histologia teve inicio no final do século XVI, quando Thomas Mouffet usou
lupas para sua pesquisa sobre sarna (SINGER, 1914). No entanto, até meados do
século XX as avaliacdes eram descritas de forma qualitativa, quando entédo os estudos
comecaram a quantificar esses achados (HOLMES; YOUNG, 1942; ABERCROMBIE;
JOHNSON, 1946; GUTMANN; HOLUBAR, 1950) e esta técnica foi denominada de
histomorfometria, a qual é bastante utilizada até dias atuais (CARRIEL et al., 2014).

Os estudos histologicos de nervos periféricos iniciaram em 1949 (GATENBY;
MOUSSA, 1949) e apenas no final da década de 50 essa técnica foi utilizada para
avaliar os nodulos de ranvier de ax6nios do nervo ciatico (UZMAN; NOGUEIRA-
GRAF, 1957). Ao longo dos anos essa técnica foi se destacando como ferramenta de
avaliacdo das lesbes nervosas periféricas do nervo ciatico, servindo para a
investigacdo, dentre outros aspectos, da vasa nervorum, do numero de fibras
mielinicas, da densidade de fibras mielinicas, da espessura da bainha de mielina e
do didametro axonal, permitindo avaliar o grau de regeneragao nervosa deste tecido
(CARRIEL et al., 2014; LOS et al., 2015; DA SILVA et al., 2019).

Visando uma maior especificidade dos métodos histoldgicos, em 1940, surgiu
a técnica de imuno-histoquimica, baseada no principio de ligacdo especifica antigeno-
anticorpo para localizar antigenos (como por exemplo proteinas) em tecidos
(BURNETT; GUICHARD; BARALE, 1997).



51

4 JUSTIFICATIVA

Devido a lesdo do nervo cidtico ser um grande problema de origem
socioeconbmica, atingindo principalmente individuos jovens em idade produtiva,
estudos tém buscado alternativas de tratamento cirargico a fim de acelerar a
reparagcao do nervo.

Sabe-se que o0 enxerto nervoso € o padrdo ouro na reparacao do pior tipo de
les&o nervosa, a neurotmese. No entanto, devido a necessidade de expor o paciente
a uma nova lesdo para se obter uma amostra de um nervo, caso seja um auto enxerto,
ou devido a possibilidade de rejeicdo caso seja um alo enxerto, a técnica de
tubulizagdo vem ganhando destaque, visto que fornece orienta¢cdo nervosa aos brotos
em crescimento, previne neuromas, reduz a formagéo de tecido cicatricial no local da
leséo e apresenta a possibilidade desses condutos serem fabricados utilizando-se de
diversos materiais biocompativeis de origem bioldgica, natural ou sintética.

Visando a biocompatibilidade para producdo desses condutos, a técnica de
eletrofiacdo parece ser uma boa alternativa, visto que é capaz de produzir biofilmes
em escala nanométrica, por meio de carga elétrica aplicada a solugdo com
substancias com caracteristicas semelhantes a matriz celular e com farmacos que
podem ser liberados gradativamente no tecido a qual esté inserido.

Sabe-se que o alcool polivinilico € um polimero sintético de baixa adsorcao de
proteinas, biocompatibilidade, alta solubilidade em agua e resisténcia quimica, o qual
apresenta bons resultados na cicatrizacao de feridas de pacientes diabéticos e como
implante na substituicdo de cartilagem em lesdes ortopédicas. Aliado a isso, devido
as propriedades cicatrizantes do acido ascorbico, acredita-se que a utilizacdo de um
biofilme de alcool polivinilico com &acido ascorbico, produzido pela técnica de
eletrofiacdo, podera acelerar a reparacdo nervosa de uma neurotmese no nervo
ciatico.

Diante disto, foi inicialmente desenvolvida em ratos, visto que é o modelo
animal mais utilizado em pesquisa experimental de lesdo nervosa, para avaliagdo da
aplicabilidade em acelerar a reparacao funcional e histologica do nervo periférico, para

posteriormente ser aplicada na clinica.
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral
Analisar experimentalmente a aplicacéo do biofilme de Alcool Polivinilico com
Acido Ascorbico como coadjuvante ao processo de cicatrizacdo do nervo ciatico de

ratos pds neurotmese.

5.2 Especificos

“+ Examinar morfologicamente, o processo de regeneracao do nervo, através da
analise histomorfométrica a quantificacdo das células de Schwann, quantificacdo dos
axonios e mensuracgdo da area de secc¢ao transversa do nervo de ratos submetidos
neurotmese, suturados e envoltos pelo biofiime de Alcool Polivinilico com Acido
Ascorbico;

< Verificar a recuperacédo funcional do nervo por meio da avaliagdo do indice
Funcional do Ciatico de ratos submetidos a lesdo, suturados e envoltos pelo biofilme
de Alcool Polivinilico com Acido Ascorbico;

+ Observar o alinhamento dos cotos nervosos, a absor¢cdo do biofilme e a
qualidade da sutura externa e interna, por meio de uma avaliacdo macroscopica no

dia da coleta do nervo ciatico.
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6 HIPOTESES

% O uso de biofilme de Alcool Polivinilico contendo acido ascérbico (substancia
cicatrizante), utilizado no processo cirargico de reparacdo da neurotmese nao
favorece o processo de cicatrizagédo e, portanto, ndo melhora a microestrutura e o
retorno da funcionalidade do nervo ciatico de ratos;

< O uso de biofilme de Alcool Polivinilico contendo acido ascoérbico (substancia
cicatrizante), utilizado no processo cirurgico de reparacao da neurotmese favorece o
processo de cicatrizacdo, melhorando a microestrutura e é capaz de restaurar a

funcionalidade do nervo ciatico de ratos.
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7 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi executado de mar¢o/2018 até maio/2022, no Laboratério de
Plasticidade Neuromuscular (LAPLAN) do Departamento de Anatomia, no Laboratério
de Biodispositivos Nanoestruturados (BIONANO), Departamento de Bioquimica
(UFPE) e no laboratorio de histomorfometria do Departamento de Anatomia (UFPE).
Foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) sob o Processo de n° 23076.052306/2017-10 (Anexo Ae B) e o
manejo e os cuidados dos animais se fizeram de acordo com as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animal.

O numero amostral foi definido por conveniéncia baseado em estudos
anteriores que avaliaram o IFC, bem como a histologia do nervo ciatico em ratos
Wistar submetidos a neurotmese (MOSAHEBI et al., 2002; YU et al., 2019). Portanto,
a amostra foi composta por 84 ratos da linhagem Wistar, obtidos no Biotério de
Criacdo José Paulino do Departamento de NutricAo e mantidos em temperatura de
23° + 1° C, submetidos a ciclos de claro/escuro invertido (12 horas) com dieta (Purina
®) e agua ad libitum, no Biotério de Experimentacdo Animal do Departamento de
Anatomia, ambos da UFPE.

7.1 Grupos Experimentais

Aos 40 dias de vida, os animais foram aleatorizados (Software Randon
Allocation versdo 2.0) em quatro grupos: Grupo Controle (GC; n = 24), ratos que néo
sofreram a neurotmese; Grupo Lesédo (GL, n = 24) ratos que sofreram lesdo completa
no ponto médio do nervo ciatico com subsequente sutura; Grupo Lesdo e Biofilme
(GLB; n = 18), ratos que sofreram lesdo e tiveram a sutura envolvida pelo biofilme;
Grupo Leséo e Biofilme com acido ascérbico (GLBA; n = 18), ratos que sofreram leséao
e tiveram a sutura envolvida pelo biofilme com o acido ascorbico em sua estrutura. Os
nervos ciaticos foram coletados e avaliados na 12, 32 ou 62 semana pds-operatorio (n
= 6 por grupo a cada periodo). Além destas coletas, seis nervos do GC e do GL

também foram avaliados no dia da cirurgia (Figura 13 e 14).



Figura 13 — Desenho experimental do presente estudo.
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Fonte: De autoria propria.

Figura 14 — Neurotmese e reparacao cirdrgica nos grupos experimentais.

/f

( ) B / ) W ( ) )

Nervo Ciatico / ‘

Neurotmese ‘

Neurorrafia

\ 4

Grupo Lesao

pu— A
( 1] ) « ( T

Grupo Leséo e Biofilme J\
Grupo Leséo e Biofilme com

Biofilme

L 4
1 )

Acido Ascorbico

Fonte: De autoria propria.




56

7.2 Fabricacdo e Obtenc&o do Biofilme de Alcool Polivinilico sem e com Acido
Ascorbico

Os biofilmes foram produzidos pelo BIONANO para a presente pesquisa. Para
a producao dos biofilmes de PVA sem AA, foram utilizadas solucdes de PVA a 16 %
e de Alginato a 2 % na concentragcdo de 3:1 e, nos biofiilmes com AA, foram
acrescentados a estas solugdes 0,5 g de AA.

Ambos os tipos de solu¢gBes foram colocados em seringas e submetidos a
eletrofiacdo por 8 horas e 5 horas, respectivamente. Apos a obtencéo dos biofilmes,
foram submetidos ao processo de cross-linking por 24 horas, os quais foram imersos
em solucio de 98,9% de Metanol, 1% de Glutaraldeido e Acido Cloridrico. Em
seguida, passaram por cinco banhos de agua deionizada, foram colocados para secar
a 8°C de trés a sete dias, foram cortados em tamanhos de 10 mm x 10 mm e 10 mm
X 5 mm, respectivamente e, em seguida, foram esterilizados no ultravioleta por 30

minutos.

7.3 Procedimento Cirurgico para Lesao do Nervo Ciatico

Na idade de 60 dias, todos os animais foram anestesiados intraperitonealmente
com uma solucéo de cloridrato de Xilazina (Anasedan®) (20 mg.Kg?) e Cloridrato de
Ketamina (Dopalen®) (100 mg.Kg?), 0,05 mL e 0,1 mL para cada 100 g de peso
corporal do animal.

Apos sedacao, foi realizada a tricotomia na regiao glutea direita e, em seguida,
a area foi limpa com o antisséptico Clorexidina. O animal foi encaminhado para o local
estéril, colocado na posicdo anatdbmica e iniciado o procedimento cirargico.

Foi realizada uma incisdo na pele da regido péstero-superior da pata direita,
iniciando um centimetro abaixo do trocanter maior do fémur, tendo direcéo diagonal e
terminando préximo a fossa poplitea, ao nivel da inser¢cdo dos musculos isquiotibiais.
O nervo cidtico foi exposto apos a disjun¢do dos musculos gluteo superficial e biceps
femoral. Com auxilio do Estereomicroscépio (LEICA zoom 2000/ 10,5 - 45 X), o nervo
ciatico foi visualizado, e foi colocada uma tentacanula sob o nervo para seu isolamento
com os tecidos adjacentes.

Nos animais dos grupos lesao foi realizada a neurotmese com tesoura cirargica
a 5 mm proximal da divisdo dos trés ramos principais do nervo ciatico (tibial, fibular
comum e sural), seguida da coaptacdo direta das extremidades nervosas, com

alinhamento fascicular e sutura com monofilamento 7-0 CATGUT (ETHICON) em
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cerca de 3 pontos do epineuro (WU et al., 2016), enquanto que no GLBA e GLB além
da sutura, a mesma foi envolvida com o biofilme de alcool polivinilico com e sem o
acido ascorbico em sua estrutura, respectivamente (Figura 15).

Os animais do GC apenas foram submetidos a incisdo longitudinal da pele,
disjunc@o dos musculos acima descritos e visualizacdo do nervo ciatico. Em seguida,
foi realizada a sutura muscular e da pele com monofilamento 4-0 Nylon (Somerville)

para promover 0 mesmo estresse cirirgico que 0os demais grupos.

7.4 Cuidados Cirargicos

Todos os instrumentais cirdrgicos utilizados foram previamente esterilizados.

Apoés a aplicacdo dos anestésicos, foi aplicado o analgésico Cloridrato de
Tramadol (5 % - 100 mg.Kg de peso animal, diluido em soro fisiolégico 40,9 % - 1:1),
por via subcutanea, sendo reaplicado a cada 12 horas durante trés dias.

Ao final da cirurgia, foi realizada a antibioticoterapia topica (Rifamicina SV
sédica — 10 mg.mL%; Sulfato de Neomicina + Bacitrina — 5 mg.g* + 250 Ul.g?) e foi
aplicado, por via subcutanea, o antibiético Enrofloxacina (10 % - 5 mg.Kg* de peso
animal), por 4 dias a cada 24 horas e do anti-inflamatério Meloxican (0,2 % - 0,1

mL.Kg de peso animal), por 2 dias, a cada 24 horas.

7.5 indice Funcional do Ciatico (IFC)

Para a avaliacado funcional da recuperagédo da marcha do animal, o IFC foi
aplicado nos animais no pré-operatério (um dia antes do procedimento cirdrgico) 12,
32 e 62 semana pos-operatorio. Os ratos tiveram suas patas pintadas com tinta preta
e foram colocados em uma passarela construida anteriormente em nosso grupo de
pesquisa com medidas de 10 cm de largura e 60 de comprimento para deambularem
sobre um papel branco (LIRA, 2013) (Figura 16).

A partir das impressdes e com o auxilio do software Image J® (versao 1.52a,
Wayne Rasband, National Institutes of Health USA), trés parametros foram aferidos
tanto na pata lesada (experimental) quanto na pata intacta (normal) (comprimento da
pata, espalhar total dos dedos e espalhar dos dedos intermediarios) e foi calculado o
IFC através da Equacdo 2 (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 1989). Os resultados
foram expressos em percentual negativo da funcdo normal, em que O (zero)

corresponde a fungdo normal, ou auséncia de deficiéncia, e -100 (menos cem)
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corresponde a disfuncéo total (Figura 17).

Figura 15 — Procedimento Cirurgico: A - Animal na posi¢cdo anatdbmica; B - Tricotomia; C -
Incisdo na pele; D - Disjuncdo dos musculos gluteo superficial e biceps femoral;, E -
Visualizacdo do nervo ciatico (seta); F - Isolamento do nervo; G — Neurotmese; H —
Neurorrafia (seta); | — Biofilme posicionado (seta); J — Biolfilme envolvendo o nervo e suturado;
K — Sutura muscular; L — Sutura da pele.

Fonte: De autoria prépria.
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Figura 16 — Passarela (A) e realizacdo do indice Funcional do Ciéatico (B).

T
60 cm

Fonte: De autoria propria.

IFC =-38,3 . [(EPL - NPL) . NPL?] + 109,5 . [(ETS - NTS) . NTS?] + 13,3 .

[(EIT - NIT) . NIT] - 8,8 Eq. 2

Onde:
E = experimental;
N = normal;

PL= “printlength”, ou comprimento da pata, é a distancia entre os dois
pontos mais extremos da pegada, no sentido longitudinal, que é sempre
maior na pata lesada;

TS = “total spread”, ou espalhar total dos dedos, é distancia entre os dois
pontos mais extremos da pegada, no sentido transversal, devendo
coincidir com a marca dos dois dedos mais extremos;

IT = “intermediate toes”, ou espalhar dos dedos intermediarios, € a
distancia entre os dois dedos intermediarios.

Figura 17 — Impressé&o digital do indice Funcional do Ciatico: A — Antes da neurotmese; B —
ApOs a neurotmese h& presenca de alteracdo no lado experimental; C — Apds a neurotmese
com os parametros (PL= comprimento da pata; TS = espalhar total dos dedos; IT = espalhar
dos dedos intermediarios.
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‘-
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‘ JC R )
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Fonte: De autoria propria.
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7.6 Coleta do Nervo Ciético

De acordo com o dia de coleta do nervo ciatico, 1° dia, 12, 32 ou 62 semana pos-
operatério, 0s animais tiveram seus pesos corporeos aferidos, em seguida
anestesiados com solucdo de Xilazina (Anasedan®) (20 mg.Kg?) e Cloridrato de
Ketamina (Dopalen®) (100 mg.Kg?), 0,05 mL e 0,1 mL para cada 100 g de peso
animal, o nervo ciatico direito foi visualizado e foi realizada a analise macroscopica e,
em seguida foi dissecado, coletado e encaminhado para o processamento histologico.
Ainda sob efeito de anestésicos, os animais receberam uma dosagem via

intracardiaca de 1 mL de Cloreto de Potassio a 10% (KCI), para sua eutanasia.

7.7 Avaliacdo macroscopica da reparacao cirargica
A avaliacdo macroscoépica foi realizada apdés o periodo experimental nos
animais que sofreram a seccdo nervosa, sendo avaliada conforme questionario

elaborado (Tabela 2) e os dados foram expressos em frequéncia.

Tabela 2 — Questiondrio para avaliacdo macroscopica da reparacdo cirurgica

1. A leséo da pele foi bem reparada? ()Sim ()N&o () Na&aoseaplica
2. Os pontos da pele romperam? ()Sim ()Nao () Na&o se aplica

2.1. Se sim, foi realizada uma nova sutura ()Sim ()Nao () Na&o se aplica
3. A sutura muscular foi bem reparada? ()Sim ()Nao ( ) N&o se aplica
4. Os cotos estdo alinhados estruturalmente? () Sim () N&o ( ) Nao se aplica
5. O biofilme foi absorvido? ()Sim ()Nao () Na&o se aplica

5.1. Se néo, o biofilme estava no local? ()Sim ()Nao () Na&o se aplica
6. H4 neuromas? ()Sim ()N&o () N&ao se aplica

Fonte: De autoria propria.

7.8 Processamento Histoldgico

Os nervos foram fixados por 48 horas na solugédo de Fluido Modificado de
Davison (MDF), constituida por 50 % de agua destilada, 30 % de Formaldeido PA, 15
% de Alcool Etilico PA e 5 % de Acido acético glacial.

Passadas as 48 horas, as amostras foram lavadas em agua corrente e foram
desidratadas em solugdes crescentes de alcool (70 %, 80 %, 90 % e 100 %),
diafanizadas em xilol (I e 1l) e incluidas em parafina liquida (I e II) (60°C). Por fim, os
nervos foram emblocados individualmente, com parafina especifica para este fim (56°-
58°C), de modo que a extremidade do nervo foi direcionada para a area de corte.

Os nervos foram cortados transversalmente com 4 um de espessura e suas

laminas histologicas foram preparadas e foram encaminhadas para analise
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histomoformétrica.

As amostras foram desparafinizadas com banhos de xilol, hidratadas em
solucbes de concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95%, 80% e 70%) e
corados com Hematoxilina-Eosina e fotografadas imagens de 3 campos
microscopicos por animal (Olympus — BX50: AUMENTOS 4x e 40x), conectado a uma
video-camera (Samsung — SHC-410 NAD). Com auxilio de um computador acoplado
ao microscoépio oOptico, através do software TV TunerApplication foram avaliados os
seguintes parametros:

e Quantificacdo das células de Schwann;

e Quantificacdo dos axonios;

e Mensuracdo da area de seccédo transversa do nervo;

7.9 Analise Estatistica

Com os dados obtidos, foi construido um banco de dados no Microsoft Excel
(Versdao Microsoft Office Professional Plus 2016, Microsoft Corporation) e
posteriormente analisados atraves do software IBM SPSS Statistics (versédo 20, IMB
Corporation, 2011).

Para a avaliacdo qualitativa obtida através do questionario de avaliacdo da
macroscopia do nervo ciatico, os dados foram expressos em frequéncia.

Para os dados obtidos no IFC e histomorfometria foi realizado o teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnorv. As variaveis com distribuicdo normal tiveram seus
dados apresentados em média e desvio padrdo e empregado o ANOVA, seguido do
Teste de Bonferroni. Para as variaveis ndo normais, os dados foram apresentados em
mediana e intervalos interquartis e foi utilizado Teste de Kruskal-Wallis, seguido da
comparacao em pares e o nivel de significancia adotado foi de 5%. Para construcao

dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism (verséo 7, 2016).
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8 FINANCIAMENTO DO PROJETO

Este estudo nado recebeu financiamento para seu desenvolvimento de pesquisa
da Universidade Federal de Pernambuco ou de outras agéncias de financiamento
publicas ou privadas. No entanto, a aluna recebeu bolsa da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Brasil - CAPES — Codigo de

Financiamento 001) para se dedicar exclusivamente ao doutorado.
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9 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados sob a forma de trés artigos originais.

9.1 Artigo Original 1
Artigo de protocolo da técnica cirargica intitulado “Protocol of a nerve
neurotmesis sciatic repair using polyvinyl alcohol biofilm in Wistar rats” aceito

para publicacdo no Brazilian Neurosurgery (ANEXO C).

9.2 Artigo Original 2
Artigo intitulado “Biofilme de &lcool polivinilico e acido ascorbico acelera a
regeneracao nervosa ap0s uma neurotmese: estudo experimental” o qual esta

em fase de traducéo e escolha da revista (ANEXO D).

9.3 Artigo Original 3

Artigo de protocolo de revisdo sistematica intitulado “Efficacy of tubing
technique with biomaterials compared to direct coaptation technique after
peripheral neurotmesis in nerve healing and return to functionality in toung adult

rats: a systematic review protocol” publicado no Systematic Reviews (ANEXO E)
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10 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo estabeleceu um protocolo cirargico para a técnica de
tubulizacdo usando um biofilme de &lcool polivinilico de alta reprodutibilidade apd6s
uma neurotmese do nervo ciatico, tendo em vista a estabilidade mecanica,
direcionamento dos cotos nervosos, cicatrizacdo muscular, a baixa frequéncia de
rompimento da pele e o baixo nivel de complexidade da técnica, podendo ser utilizado
em estudos futuros que avaliem outros biomateriais para reparo de nervo em ratos.

Aliado a isto, o protocolo de revisédo sistematica resultara em um estudo que
verificard a eficacia dos biomateriais utilizados nesta técnica no processo de
cicatrizagdo apOs neurotmese em ratos adultos jovens, auxiliando assim grupos
experimentais na escolha do conduto mais adequado em estudo futuros;

Os dados obtidos por meio do artigo da histomorfometria indicam que, embora
seis semanas nao tenha sido suficiente para que o biofilme de alcool polivinilico com
acido ascorbico acelerasse o retorno da funcionalidade, do ponto de vista
macroscopico e microscopico ele parece ter contribuido para a regeneracado nervosa
precoce, visto que houve nestes animais um melhor alinhamento dos cotos, baixa
porcentagem de neuromas e um aumento das células responsaveis pela regeneracao.
No entanto, para que isso possa ser visto no numero de axbnios e no retorno a

funcionalidade, seria necessario um estudo com um seguimento de tempo maior.
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11 RESULTADOS CIENTIFICOS OBTIDOS

% Contribuiu para a compreensao dos efeitos do uso de biofilme de PVA com AA
sobre o processo de cicatrizacao e propriedades histolégicas do nervo ciatico em ratos

submetidos a neurotmese.

% Producao de artigos cientificos que ja foram ou serdo publicados em revistas
indexadas internacionais ou nacionais pertinentes as areas especificas (PRODUCAO
CIENTIFICA):

A doutoranda tem um artigo publicado no Systematic review journal (Bl)

intitulado “Efficacy of tubing technique with biomaterials compared to direct
coaptation technique after peripheral neurotmesis in nerve healing and return to
functionality in young adult rats: a systematic review protocol” (Anexo E);

O artigo intitulado “Protocol of a nerve neurotmesis sciatic repair using
polyvinyl alcohol biofilm in Wistar rats” foi aceito em Arquivos Brasileiros de
Neurocirurgia (B5) (Anexo C);

Além disso, um artigo foi confeccionado e estd em fase de traducéo e escolha

da revista, intitulado ““Biofilme de alcool polivinilico e &cido ascorbico acelera a

regeneracao nervosa ap0s uma neurotmese: estudo experimental” (Anexo D).

%+ Gerou e divulgou material cientifico sobre o tema da pesquisa em congressos
nacionais e internacionais e no meio académico (EVENTOS):

Foram aceitos dois resumos na Federacdo de Sociedades de Biologia
Experimental 2021 (FeSBE 2021) (Anexo F) intitulados “Uso do biofilme de alcool
polivinilico com acido ascorbico na recuperacédo funcional do nervo ciatico em
ratos Wistar” (Co autora) e “Avaliagao da técnica cirurgica de reparagao de uma
neurotmese do nervo ciatico utilizando um biofilme de alcool polivinilico com
acido ascorbico: estudo experimental”.

Dois alunos foram orientados em projetos de iniciagao cientifica PIBIC/FACEPE
2019-2020 e PIBITI/UFPE 2019-2020, intitulados “Uso do biofilme de alcool
polivinilico com acido ascorbico na recuperacao funcional do nervo ciatico em
ratos Wistar.”; “Avaliagao da técnica cirurgica de reparagao de uma neurotmese
do nervo ciatico utilizando um biofilme de éalcool polivinilico com acido

ascobico: estudo experimental.”, respectivamente.
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Estes mesmos alunos tiveram a bolsa renovada nos respectivos programas de
iniciacdo  cientifica  (2020-2021) com projetos intitulados  “Avaliagao
histomorfométrica do reparo nervoso do nervo ciatico com biofilme de alcool
polivinilico e acido ascorbico em ratos Wistar” e “Reparacdo do nervo ciético
com auxilio de um biofilme de alcool polivinilico com acido ascérbico apés uma
neurotmese”. Além deles uma nova aluna foi orientada em projeto de iniciacao
cientifica PIBIC/FACEPE 2020-2021 com projeto intitulado “Protocolo de reparacéao
de uma neurotmese do nervo ciatico utilizando o biofilme de alcool polivinilico
e 4cido ascoérbico em ratos Wistar”.

Foibancade trabalho de concluséo de curso do aluno Romero Andion Sobrinho
com o trabalho intitulado “Reparag¢ao do nervo ciatico com auxilio de um biofilme
de &lcool polivinilico com acido ascérbico apds uma neurotmese: estudo
experimental” (2021), orientado pela professora Silvia Regina Arruda de Moraes
(Anexo G).

Co-orientou trés trabalhos de conclusao de curso intitulados (Anexo H):

1. Paulo César da Silva Queiroz. Avaliacdo da aplicacdo do biofilme de alcool
polivinilico com acido ascorbico na reparacéo cirdrgica da neurotmese do nervo ciatico
em ratos wistar. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Universidade Federal de
Pernambuco).

2. Estela Batista Santos. Uso do biofilme de alcool polivinilico com &cido ascérbico
na recuperacao funcional do nervo ciatico em ratos Wistar apés trés semanas de uma
neurotmese. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Universidade Federal de
Pernambuco).

3. Hélida Cristina Cirilo da Silva. Protocolo de reparacao de uma neurotmese do
nervo ciatico utilizando o biofilme de alcool polivinilico e acido ascoérbico em ratos
wistar. 2022. Trabalho de Conclusdo de Curso (Universidade Federal de

Pernambuco).

+ Na consolidacéo dos resultados deste estudo, almeja-se uma nova estratégia
terapéutica baseada em tecnologias farmacolégicas, além da criacdo de uma linha de
pesquisa no estudo da utilizacao desta forma de terapia no ambito do tratamento inicial
e tardio de lesdes nervosas. Neste sentido, tem-se realizado parceria com o0
Laboratério de Biodispositivos Nanoestruturados (BIONANO) do Departamento de
Bioquimica (UFPE).



67

12 ATIVIDADES PARALELAS DESENVOLVIDAS PELA ALUNA

« Em conjunto com a orientadora sem ser referente ao tema da pesquisa de
doutorado:

A doutoranda publicou juntamente com a orientadora quatro artigos:

1. Brito, A. C. N. L.; Martins, W. A.; Queiroz, P. C. S. ; Santos, S. E. V. ; De
Souza, R. F. ; Matos, D.G. ; Vancea, D.M.M. ; Esteves, A. C. F. ; Moraes, S. R. A. .
Standardization of a Treadmill Exercise Intensity Protocol in Rats with Diabetes
Mellitus. Journal of exercise physiology online, v. 22, p. 5-16, 2019. (Anexo |);

2. Brito, A. C. N. L.; Martins, W. A. ; Queiroz, P. C. S.; Santos, S. E. V. ; Santos,
T. M. ; De Souza, R. F. ; Pereira, D. D. ; Santos, M. T. G. ; Esteves, A. C. F. ; Moraes,
S. R. A. Combined treadmill running and insulin therapy favors the stabilization
of glycemic metabolic parameters and avoids increased Achilles tendon rigidity
in diabetic rats. Muscles, ligaments and tendons journal, v. 10, p. 442-450, 2020.
(Anexo J);

3. Martins, W. A. ; Silva, H. C. C. ; Brito, A. C. N. L.; Moraes, S. R. A. .
Tolerancia ao exercicio fisico em ratos com diabetes mellitus 1 apds exercicio
em esteira e insulinoterapia. Revista brasileira de iniciacdo cientifica, v. 7, p. 264-
280, 2020 (Anexo K).

4, Santos, S. E. V.; Queiroz, P. C. S.; Brito, A. C. N. L.; Moraes, S. R. A. Efeito
do exercicio de intensidade moderada sobre a biomecéanica do
tendao de Aquiles em ratos diabéticos”. Revista brasileira de iniciacdo cientifica,
v.8, €21031, p. 1-17, 2021 (Anexo L).

Esta co-orientando o aluno Paulo César da Silva Queiroz no mestrado do
Programa de PoOs-Graduacdo em Neuropsiquiatria e Ciéncias do Comportamento,
com a pesquisa intitulada “Avaliacdo dos niveis de ansiedade, depressédo e
atividade fisica em sobreviventes da covid-19” (2020 — Atual).

Também ministrou com a orientadora o Curso de curta duracéo intitulado de
Curso de Dissecacéao Articular do Aparelho Locomotor, 2018 (Anexo M).

Co-orientou trés trabalhos de conclusao de curso (Anexo N):

1. Sara Emanuely Verissimo Santos. Efeito do exercicio de intensidade

moderada em esteira sobre a biomecéanica do tendao de aquiles em ratos diabéticos:
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um estudo experimental. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Universidade
Federal de Pernambuco).

2. Wilayane Alves Matrtins. Tolerancia ao exercicio fisico em ratos com diabetes
mellitus 1 apos exercicio em esteira e insulinoterapia. 2019. Trabalho de Concluséo
de Curso. (Universidade Federal de Pernambuco).

3. Douglas Sousa Matos. Avaliacdo do equilibrio estéatico e dinamico e do risco
de quedas em individuos com diabetes mellitus tipo 2. 2021. Trabalho de Concluséo
de Curso. (Universidade Federal de Pernambuco)

Além disso, quatro resumos publicados em anais de congresso (Anexo O),
dos quais dois foram premiados:

1. Santos, S. E. V.; Brito, A. C. N. L.; Martins, W. A.; Queiroz, P. C. S.; Teixeira,
M.F.H.B.l.; Esteves, A. C. F.; Moraes, S. R. A. Biomecanica do tendao de aquiles em
ratos diabéticos 1 apds exercicio em esteira e insulina. In: VII Congresso
Pernambucano de Fisioterapia Respiratoria, Cardiovascular e Terapia Intensiva da
ASSOBRAFIR/ VII COPEFIR, 2019, Recife (1° lugar do congresso). Anais do VII
Congresso Pernambucano de Fisioterapia Respiratéria, Cardiovascular e Terapia
Intensiva da ASSOBRAFIR/ VIl COPEFIR, 2019.

2. Martins, W. A.; Brito, A. C. N. L.; Queiroz, P. C. S.; Santos, S. E. V.; Vancea,

D.M.M.; Moraes, S. R. A. Tolerancia ao exercicio fisico de ratos diabéticos 1 ap06s

insulinoterapia e exercicio em esteira. In: VIl Congresso Pernambucano de
Fisioterapia Respiratoria, Cardiovascular e Terapia Intensiva da ASSOBRAFIR/ VI
COPEFIR, 2019, Recife (2° lugar do congresso). Anais do VII Congresso
Pernambucano de Fisioterapia Respiratoria, Cardiovascular e Terapia Intensiva da
ASSOBRAFIR/ VII COPEFIR, 2019.

3. Martins, W. A.; Brito, A. C. N. L.; Queiroz, P. C. S.; Esteves, A. C. F.; Moraes,

S. R. A. Efeito do exercicio de intensidade moderada em esteira sobre as propriedades

biomecénicas do tendao de Aquiles de ratos diabéticos tipo 1 tratados com insulina.
In: 10° Congresso Internacional de Fisioterapia, 2018, Fortaleza. Revista Brasileira de
Crescimento e Desenvolvimento Humano, 2018.

4. Queiroz, P. C. S.; Brito, A. C. N. L.; Martins, W. A.; Vancea, D.M.M.; Moraes,
S. R. A. Efeito da associacéo do exercicio fisico de intensidade moderada em esteira
com insulinoterapia sobre o condicionamento fisico de ratos diabéticos tipo 1. In: 10°
Congresso Internacional de Fisioterapia, 2018, Fortaleza. Revista Brasileira de

Crescimento e Desenvolvimento Humano, 2018.
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« Atividades paralelas desenvolvidas pelo aluno com outras parcerias

A aluna é revisora de dois periodicos: MLTJ Muscles, Ligaments and
Tendons Journal desde 2020 e Systematic Reviews Journal (Anexo P).

Proferiu a palestras intituladas “Aspectos éticos na pesquisa” junto a
disciplina Etica Profissional em Educacdo Fisica do curso de Bacharelado em
Educacao Fisica da Universidade Federal de Pernambuco em 2019, e a palestra
“Utilizacao de tecnologias inovadoras no ensino de anatomia do aparelho
locomotor” na disciplina de Anatomia 06 do Curso de Fisioterapia da Universidade
Federal de Pernambuco no ano de 2019 (Anexo Q).

Publicou dois artigos cientificos intitulados:

1. DE SOUZA, R. F.; Ferreira, A.R.P.; Matos, D.G.; Silva, E.P.; Silva, T.C.;
Zanzona, A.F; Junior, H.A.; Schemly, P.A.L.S.; BRITO, A. C. N. L.; AIDAR, F. J. Do
compression stockings improve the performance of street runners? Journal of
Exercise Physiology Online, v. 21, p. 277-285, 2018 (Anexo R).

2. De Souza, R. F.; Rezende, P.E.N.; Matos, D.G.; Silva, R.A.B.; Schemly,
P.ALL.S.;BRITO, A. C. N. L.; Gomes, J.H.; AIDAR, F. J. Analysis of race
performance on different floors using bumper tennis and barefoot. Motricidade,
v. 14, p. 142-147, 2018 (Anexo S).

Também participou de trés bancas de Trabalho de Conclusdo de Curso em
2019 (Anexo T):

1. Téacia Cavalcanti da Cruz. Frequéncia do nivel de dor e incapacidade
funcional em trabalhadores de escritério portadores de cervicalgia: um estudo
transversal. 2019. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagéo em Fisioterapia) -
Centro Universitario Estacio do Recife.

2. Albérico Oston da Silva e Liria de Lima Silva. Avaliacdo do equilibrio e risco
de quedas no individuo com diabetes mellitus tipo 2: uma revisao de literatura. 2019.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Fisioterapia) - Centro Universitario
Estacio do Recife.

3. lzabelly Karina S. Rodrigues e Hellen Tamirys A. de Franca. Efeitos da
fisioterapia aquatica no indice glicémico, frequéncia cardiaca e presséo arterial em
mulheres portadoras de diabetes mellitus tipo Il: estudo antes e depois. 2019.
Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Fisioterapia) - Centro Universitario

Estacio do Recife.
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13 DIFICULDADES ENCONTRADAS

Em decorréncia de ajustes do material com o procedimento experimental,
houve um atraso na obtencédo do biofilme no ano de 2018. Além disso, devido a

pandemia da COVID-19, houve um atraso nas avaliac6es histomorfométricas.
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ABSTRACT

Background: Animal models are commonly used to assess the use of new materials
in order to be used in the surgical repair of a nerve injury. However, there is not
published surgical repair protocol for a sciatic nerve neurotmesis in rats. Objective:
Produce and evaluate a protocol for the tubing technique using a polyvinyl alcohol
biofilm after a sciatic nerve neurotmesis. Methods: Eighteen rats were randomized
into three groups (n=6 per group): Control Group-CG, Neurotmesis Group-NG, and
Neurotmesis Biofilm Group-NBG. The NG and NBG animals were submitted to
neurotmesis of the sciatic nerve at 60 days of life, followed by suture of the nerve
stumps; in the NBG animals had the suture involved by PVA biofilm. A descriptive
evaluation of the surgical technique was carried out after the experimental period. The
Shapiro-Wilk normality test was used for body weight and ANOVA with Bonferroni post
hoc (p<0.05) was applied. Results: All groups showed good repair of the skin and
muscle sutures, however 33.30% of the CG presented disruption of skin points.
Furthermore, 16.70% the stumps were not structurally aligned and 33.30% had
neuromas in the NG, while all stumps were aligned and none had neuroma in the NBG.
Conclusions: The present study was able to produce a protocol with high
reproducibility in view of the mechanical stability, targeting of the nerve stumps, muscle
healing, the low frequency of skin breakage and the low complexity level of the
technique, and can be used in future studies which should evaluate other biomaterials
for nerve repair in rats.

Keywords: Biofilm; Neurosurgical procedure; Peripheral nerve injuries; Rats; Sciatic
nerve.

RESUMO

Introducdo: Modelos animais sdo comumente utilizados para avaliar 0 uso de novos
materiais a fim de serem usados no reparo cirurgico de les6es nervosas. No entanto,
ndo ha protocolo de reparo cirargico publicado para neurotmese do nervo ciatico em
ratos. Objetivo: Produzir e avaliar um protocolo para a técnica de tubulizacdo usando
um biofilme de &lcool polivinilico apdés uma neurotmese do nervo ciatico. Métodos:
Dezoito ratos foram randomizados em trés grupos (n=6 por grupo): Grupo Controle-
CG, Grupo Neurotmese-NG e Grupo Neurotmese Biofilme-NGB. Os animais do NG e
do NGB foram submetidos a neurotmese do nervo ciatico aos 60 dias de vida, seguida
de sutura dos cotos do nervo; no NBG o0s animais tiveram a sutura envolvida por
biofilme PVA. Apés o periodo experimental foi realizada avaliacdo descritiva da
técnica cirdrgica. Para o peso corporal foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-
Wilk e aplicada ANOVA com post hoc de Bonferroni (p < 0,05). Resultados: Todos
0S grupos apresentaram bom reparo de suturas de pele e suturas musculares, porém
33,30% do CG apresentou rompimento dos pontos da pele. Além disso, 16,70% dos
cotos ndo estavam estruturalmente alinhados e 33,30% apresentavam neuromas no
NG, enquanto todos os cotos estavam alinhados e nenhum apresentava neuroma no
NGB. Conclusdes: O presente estudo foi capaz de produzir um protocolo com alta
reprodutibilidade tendo em vista a estabilidade mecanica, direcionamento dos cotos
nervosos, cicatrizacdo muscular, a baixa frequéncia de rompimento da pele e o baixo
nivel de complexidade da técnica, podendo ser utilizado em estudos futuros que
avaliem outros biomateriais para reparo de nervo em ratos.

Palavras-chave: Biofilme; Procedimento neurocirirgico; Lesfes nervosa periféricas;
Ratos; Nervo ciatico.
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INTRODUCTION

The gold standard in repairing neurotmesis has been the autogenous free nerve gratft.
However, the surgical tubing technigque which consists of suturing the neural stumps
inside the guide tube has been studied since 1980 (1), bringing some benefits such as
the prevention of neuromas, adequate guidance for aligning the stumps, inhibition of
fibroblast infiltration, and consequently reduced scar tissue formation in the injured site
(2). This ultimately promotes the formation of a new extracellular matrix and therefore
successful nerve regeneration (3).

Several materials are made to serve as guide tubes for the nerve regeneration process,
among which those of biological origin (muscles, blood vessels, tendons) and those of
natural and synthetic origin stand out (4, 5). Materials of synthetic origin can have their
mechanical, chemical and structural properties modified to increase the nerve
regeneration through incorporating substances in its structure or its production in the
form of mesh, sponge, solid or porous tubes. The nervous conduit must be non-toxic
with sufficient strength and flexibility, but without pressing the nerve, minimally
immunogenic and simple to manufacture. In addition, it must guide the direction of the
regenerative nerve, isolate the regenerated axon from the scar tissue and protect the
regenerated nerve against surrounding compression (6). Synthetic conduits in the
literature can be classified into non-biodegradable and biodegradable materials (7).
Although models for crush injury (neuropraxia) already exist and have been described
in the literature (8), and there is wide availability of artificial conduits (9) which are
initially tested on animals (mostly rats) to be later applied in clinic (10), there are no
standardized protocols which evaluate the behavior of these materials in experimental
nerve repair models of a neurotmesis using the tubing technique.

Therefore, this study aims to establish a surgical protocol for nerve repair of a
neurotmesis using the sciatic nerve tubing technique in Wistar rats, using a polyvinyl
alcohol conduit and a water-soluble, non-biodegradable polymer as a model. This
model is well-accepted in the biomedical environment and has already been described
in the literature for other therapeutic purposes (11, 12).

MATERIAL AND METHODS

The study was carried out at the Neuromuscular Plasticity Laboratory of the Anatomy
Department and the Nanostructured Biodevices Laboratory (BIONANO) of the
Biochemistry Department at the Federal University of Pernambuco (UFPE). The
sample consisted of 18 male Wistar rats, maintained at a temperature of 23 £ 1°C,
subjected to inverted light/dark cycles (12 hours) with diet (Purina®) and water ad
libitum. The animals were randomized (Software Randon Allocation version 2.0) at 40
days of age into three groups: a) the Control Group (CG, n = 6), rats that which did not
undergo neurotmesis; b) Neurotmesis group (NG, n = 6), rats which underwent a
complete lesion in the midpoint of the sciatic nerve with subsequent suture; c)
Neurotmesis and Biofilm Group (NBG, n = 6), rats underwent injury and had the suture
covered the biofilm. The sciatic nerves were then analyzed in the 6" postoperative
week.

Manufacturing and Obtaining Polyvinyl Alcohol Biofilm

PVA biofilms were produced by Bionano laboratory using 16% PVA and 2%
Alginate solutions in a 3:1 concentration.

The solutions were placed in syringes and subjected to electrospinning for 8
hours. The biofilms were subsequently submitted to the cross-linking process for 24
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hours, which were immersed in a solution of 98.9% Methanol, 1% Glutaraldehyde and
Hydrochloric Acid. Next, they went through five deionized water baths, placed to dry at
8°C for three to seven days, cut to 10 mm x 10 mm sizes, and then they were sterilized
under ultraviolet light for 30 minutes.

Surgical Procedure for Sciatic Nerve Injury

All animals were intraperitoneally anesthetized at the age of 60 days with a 0.05
mL and 0.1 mL Xylazine hydrochloride (Anasedan®) (20 mg.Kg?) and Ketamine
Hydrochloride solution (Dopalen®) (100 mg.Kg), for each 100 g of the animal’s body
weight, which was previously measured. Trichotomy was then performed after
sedation on the right gluteal region and then the area was cleaned with chlorhexidine
antiseptic. The animal was sent to the sterile location, placed in the anatomical position
and the surgical procedure was started. A longitudinal incision was made in the skin of
the postero-superior region of the right paw, starting one centimeter below the greater
trochanter of the femur in a diagonal direction and ending near the popliteal fossa at
the level of the hamstring muscles. The sciatic nerve was exposed after disjoining the
superficial gluteal and biceps femoris muscles. The sciatic nerve was visualized using
a Stereomicroscope (LEICA zoom 2000/10.5 - 45 X), and a tentacle was placed under
the nerve for its isolation with the adjacent tissues.

Neurotmesis was performed in the animals of the injury groups with
surgical scissors 5 mm proximal to the division of the three main branches of the sciatic
nerve (tibial, common fibular and sural), followed by direct coaptation of the nerve
extremities with fascicular alignment and monofilament suture 7-0 CATGUT
(ETHICON) in about three points of the epineurium (13). In addition, the suture was
covered with polyvinyl alcohol biofilm in the NBG. The animals in the CG only suffered
a longitudinal skin incision, disjunction of the muscles described above and
visualization of the sciatic nerve. Then, muscle and skin suture with 4-0 Nylon
monofilament (Somerville) was performed to promote the same surgical stress as in
the other groups (Figure 1).

Surgical Care

After applying the anesthetics, the analgesic Tramadol Hydrochloride (5% -100
mg/kg of animal weight, diluted in 0.9% saline - 1.:1) was applied subcutaneously, being
reapplied every 12 hours for three days. Topical antibiotic therapy (Rifamycin SV
sodium - 10 mg/ml; Neomycin sulfate + Bacitrin - 5 mg/g + 250 IU/g) was performed at
the end of the surgery, Enrofloxacin antibiotic (10% - 5mg/Kg of animal weight) was
then administered for four days every 24 hours and the Meloxican anti-inflammatory
(0.2% - 0.1 mL/Kg of animal weight)) was applied subcutaneously for two days every
24 hours. All surgical instruments used in the procedure were previously sterilized.

Macroscopic analysis of the surgical technique and euthanasia of animals

The animals had their body weights measured in the sixth postoperative week,
and then anesthetized again with 0.05 ml and 0.1 ml Xylazine (Anasedan®) (20 mg.Kg-
1) and Ketamine Hydrochloride solution (Dopalen®) (100 mg.Kg?) for each 100 g of
animal weight. The right sciatic nerve was visualized to have an evaluation of the
performed surgical technigue and a macroscopic analysis was subsequently
performed. The evaluation was carried out after the experimental period according to
the developed questionnaire (Table 1). The animals received an intracardiac dosage
of 1 mL of Potassium Chloride (KCI) while still under the effect of anesthetics for their
euthanasia.
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Statistical analysis

A database was built in Microsoft Excel (Version Microsoft Office Professional
Plus 2016, Microsoft Corporation) using the obtained data, and later analyzed using
the IBM SPSS Statistics software (version 20, IMB Corporation, 2011). The data were
expressed in frequency for the qualitative evaluation obtained through the sciatic nerve
macroscopy evaluation questionnaire. The data were then expressed as mean and
standard deviation and the Shapiro-Wilk normality test was performed to evaluate body
weight, and ANOVA was subsequently used followed by the Bonferroni test as the data
were normal. A significance level of 5% was adopted (p < 0.05).

RESULTS

Table 2 represents the sample characterization before the surgical intervention,
in which a similarity was observed between the groups at the beginning of the study.

Table 3 shows the percentage of responses related to the questionnaire for the
descriptive evaluation of surgical repair. The animals of all groups had their skin and
muscle sutures well repaired, however skin stitches were broken in two animals in the
CG (33.30%), and a new suture was performed after surgery. There was no absorption
of the muscle suture in any of the groups.

Although the biofilm was not absorbed in the NBG, all the stumps were
structurally aligned six weeks after surgery, and there were no neuromas. However,
16.70% of the animals in the NG had misalignment of the stumps and 33.30% had
neuromas.

DISCUSSION

As neurotmesis is the most severe traumatic injury that can affect the peripheral
nervous system and requires surgical treatment (14), the present study experimentally
evaluated the repair and surgical recovery of a neurotmesis submitted to the
application of a PVA biofilm.

The skin suture rupture in two animals in the CG may have been a consequence
of the animals moving freely, increasing the tissue reaction induced by the suture itself
with softening of the surrounding tissues, delaying the onset of fibroplasia (15). Despite
this, the surgical technique was effective, since perfect asepsis and respect for the
force lines of the tissue are necessary in order for the suture to effectively heal with
natural approach of the edges and without exaggerated tension, thus avoiding
infection, ischemia or scarring necrosis (16), and all animals in the study had good
suture repair of both the skin and the muscle.

However, the muscle suture thread was not absorbed in all animals, as Nylon
monofilament (Somerville) is a non-absorbable synthetic and inorganic thread which
loses 30% of its original tensile strength in two years, being the choice for this study
due to non-reactive tissue and ability to stretch even with its permanence in the body,
reducing the risk of infection and tissue stiffness (15).

Due to the results observed in the structural alignment of the nerve stumps, the
biofilms used promoted nerve stability after injury, while there was no alignment in
16.70% of the animals in the NG. This corroborates a recent study which stated that
the suture technique by itself does not guarantee mechanical stability, requiring other
strategies for better repair such as biofilm or those already used in research of suture
association with glue or fibrin conduit (17).
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On the other hand, biofilms were not absorbed after six weeks of surgery to
repair neurotmesis. This is similar to previous findings with the use of a nervous conduit
composed of PVA in the injury of the sciatic nerve, demonstrating the presence of the
material 12 weeks after injury, being surrounded by fibrin capsule and connective
tissue, the result of its biodegradation (18).

The presence of neuromas in NG is possibly related to a disorganized or
incomplete regeneration of a nerve after its injury, due to the deposition of scar tissue
by fibroblasts (19, 20). On the other hand, the absence of this structure in NBG
reiterates one of the main benefits of the tubulization technique in nerve repair, which
are the proper orientation of the axonal stumps towards the distal stump or target
tissues, prevention of neuromas, diffusion of neurotrophic factors released by the
damaged nerve, accumulation of extracellular matrix components and inhibition of
fibroblast infiltration, reducing the formation of scar tissue at the injury site (2).

CONCLUSION

The present study was able to establish a surgical protocol for nerve repair of a
neurotmesis using the sciatic nerve tubing technique in Wistar rats, using a polyvinyl
alcohol conduit and a water-soluble, non-biodegradable polymer as a model. Allied to
this, as the structural alignment and the absence of neuroma are parameters
considered for faster nerve repair (21), it is believed that the tubing technique tested in
the present study proved to be effective in the sciatic nerve repair process from a
macroscopic point of view.

Therefore, following the guidelines of this protocol, it is proposed to carry out
new studies that assess the histological and functional repair of the sciatic nerve, as
well as the inclusion of a group that had a distance between the stumps, also
evaluating axonal growth within this biofilm.
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Lista de Figuras

Figure 1 - Surgical Procedure: A - Animal in the anatomical position; B - Trichotomy;
C - skin incision; D - Disjunction of the superficial gluteal muscles and biceps femoris;
E - Visualization of the sciatic nerve (arrow); F - Isolation of the nerve; G - Neurotmesis;
H - Neurorrhaphy (arrow); | - Biofilm positioned (arrow); J - Biolfilm involving the nerve
and sutured; K - Muscular suture; L - Skin suture.



Lista de Tabelas

Table 1 - Questionnaire for macroscopic evaluation of surgical repair

1. Was the skin suture well repaired? ()Yes ()No () Notapplicable
2. Have the skin spots broken? ()Yes ()No () Notapplicable

2.1. If yes, a new suture was performed ()Yes ()No () Notapplicable
3. Was the muscle suture well repaired? ()Yes ()No () Notapplicable
4. Was the suture of the muscle absorbed? ()Yes ()No () Notapplicable
5. Are the stumps aligned structurally? ()Yes ()No () Notapplicable
6. Was the biofilm absorbed? ()Yes ()No () Notapplicable

6.1. If not, was the biofilm in place? ()Yes ()No () Notapplicable
7. Are there neuromas? ()Yes ()No () Notapplicable
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Table 2 - Characterization of the sample before neurotmesis.
CG (n=6) NG (n=6) NBG (n=6) p
Pre-OP Weight (g) 267,00 + 25,13 265,00 + 12,44 265,00 + 25,38 0,983
CG - Control Group; GN - Neurotmesis Group; GNB - Neurotmesis Biofilm Group; ANOVA was used,
followed by the Bonferroni test. The level of significance was 5%.
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Table 3 - Frequency of responses to the descriptive evaluation questionnaire six weeks after surgical repair of a neurotmesis

in Wistar rats.

. GC GN GNB
Questions

Y N NA Y N NA Y N NA

1. Was the skin suture well repaired? 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%
2. Have the skin spots broken? 33,30% 66,70% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0%
2.1. If yes, a new suture was performed 33,30% 0% 66,70% 0% 0% 100% 0% 0%  100%
3. Was the muscle suture well repaired? 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0%
4. Was the suture of the muscle absorbed? 0% 100% 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0%
5. Are the stumps aligned structurally? 100% 0% 0% 83,30% 16,70% 0%  100% 0% 0%
6. Was the biofilm absorbed? 0% 0% 100% 0% 0% 100% 0% 100% 0%
6.1. If not, was the biofilm in place? 0% 0% 100% 0% 0%  100% 100% 0% 0%
0% 100% 0% 33,30% 66,70% 0% 0% 100% 0%

7. Are these neuromas?

CG - Control Group; GN - Neurotmesis Group; GNB - Neurotmesis Biofilm Group; Y: Yes; N: No; NA: Not applicable.
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RESUMO

O lento periodo de recuperacao para que ocorra uma completa regeneracao do nervo
apos uma cirurgia de reparo de uma neurotmese resulta em prejuizos estruturais e
funcionais para o individuo acometido. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar se a utilizacdo de um biofilme de alcool polivinilico (PVA) com acido ascérbico
(AA) é capaz de acelerar a regeneracdo do nervo ciatico ap6és uma neurotmese.
Quarenta e oito ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: Grupo
Controle (GC; n = 12), Grupo Leséao (GL; n = 12), Grupo Leséao Biofilme (GLB; n=12),
Grupo Les&o Biofilme Acido Ascorbico (GLBA; n = 12). Aos 60 dias de vida os animais
foram submetidos a lesdo completa do nervo ciatico, seguida de sutura e envolvida
pelo biofilme PVA com ou sem AA. Foram realizados o indice Funcional de Ciatico
(IFC), a avaliacdo macroscoépica da regeneracdo e quatro nervos ciaticos por grupo
foram coletados e encaminhados para analise histomorfométrica na 12 32 ou 62
semana pos-operatorio. Foi utilizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk, seguido do
Teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi de 5%. Houve alinhamento
estrutural em todos os animais do GLBA. Células de Schwann: GLBA3%sem >
GL3%sem (p = 0,016), GLB6%%sem > GC6%em e GL6%sem (p < 0,001 e 0,002),
GLBAG62sem < GLB62sem (p = 0,031); Area de secco transversa do nervo: GLB12sem
> GCl%em e GL1%sem (p < 0,001 e p = 0,011), GLB3%sem > GC3%sem e G33sem L
(p = 0,004 e p =0,042), GLB6%sem e GLBA62sem > GC63sem (p = 0,020 e 0,042).
Portanto, o biofilme de PVA com acido ascorbico parece ter acelerado a regeneracao
nervosa do ponto de vista macroscopico e microscopico.

Palavras-Chave: indice Funcional do Ciatico. Lesdo do nervo periférico. Nervo
Ciatico. Procedimento neurocirdrgico. Rato.

ABSTRACT

The slow recovery period for complete nerve regeneration after neurotmesis repair
surgery results in structural and functional damage to the affected individual. Thus, the
aim of the present study was to assess whether the use of a polyvinyl alcohol (PVA)
biofilm with ascorbic acid (AA) is capable of accelerating sciatic nerve regeneration
after neurotmesis. Forty-eight Wistar rats were randomly assigned to 4 groups: Control
Group (CG; n = 12), Lesion Group (GL; n = 12), Biofilm Lesion Group (GLB; n= 12),
Biofilm Ascorbic Acid Lesion Group (GLBA ; n = 12). At 60 days of age, the animals
underwent complete sciatic nerve injury, followed by suturing and wrapped in PVA
biofilm with AA. The Sciatic Functional Index (SFI), a macroscopic assessment of
regeneration were performed and four sciatic nerves per group were collected and sent
for histomorphometric analysis at the 1st, 3rd or 6th postoperative week. The Shapiro-
Wilk normality test was used, followed by the Kruskal-Wallis test. The significance level
was 5%. There was structural alignment in all GLBA animals. Schwann cells:
GLBA3wk > GL3wk (p=0.016), GLB6thwk > GC6thwk and GL6thwk (p<0.001 and
0.002), GLBA6thwk < GLB6thwk (p=0.031); Nerve cross-sectional area: GLB1stweek
> GClstweek and GL1stweek (p < 0.001 and p = 0.011), GLB3rdweek > GC3thweek
and G3rdweek L (p = 0.004 and p=0.042), GLB6thweek and GLBAGthweek >
GC6thweek (p = 0.020 and 0.042). Therefore, the PVA biofilm with ascorbic acid
appears to have accelerated nerve regeneration from a macroscopic and microscopic
point of view.

Keywords: Sciatic Functional Index. Peripheral nerve injury. Sciatic nerve.
Neurosurgical procedure. Rat.
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INTRODUCAO

Os nervos periféricos séo alvos constantes de lesdes de origem traumatica que
resulta na interrupcdo da transmissao de impulsos nervosos e perda ou diminuicéo da
sensibilidade e funcdo muscular no territério inervado, afetando individuos de todas
as idades, podendo resultar na incapacidade do paciente acometido e representando
um dos grandes problemas econdmicos e sociais na area da saude (MIRANDA,
TORRES, 2016; MALANOTTE et al., 2017).

Em condi¢Bes experimentais, a recuperacao das lesdes nervosas periféricas é
estudada principalmente apenas através de técnicas de histomorfometria (ROQUE et
al., 2017). Apesar dessa técnica ser Gtil para estudar o processo de regeneracédo do
nervo, elas nao refletem plenamente a recuperacéao funcional e macroscépica.

Sabe-se que o pior quadro de lesdo é aquele em que ocorre ruptura total do
nervo (neurotmese), o qual requer invariavelmente tratamento cirdrgico
(MOHAMMADI; AMINI; CHAREHSAZ, 2012). Diante disso, estudos na area de
engenharia tecidual tém sido realizados com a finalidade de desenvolver materiais
biodegradaveis, biocompativeis, de baixa citotoxicidade, maleabilidade e tempo
adequado de decomposicdo que possam ser utilizados como suporte, a fim de
acelerar o processo de cicatrizacdo do tecido nervoso periférico (CAPKIN et al., 2017;
ROQUE et al., 2017; YURIE et al., 2017).

Uma técnica que vem ganhando destaque na area de saude é a Eletrofiacao,
a qual é capaz de gerar nanofibras semelhantes aos componentes da matriz
extracelular, com diametro que pode variar de micromeros a nanémetros, obtidas pela
aplicacdo de campo elétrico forte em solucdo de polimero ou massa fundida
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Outra vantagem da utilizacdo do biofilme proveniente da eletrofiacdo é a
possibilidade da incorporacéo de farmacos a sua estrutura com subsequente liberagcao
controlada em quantidades pré definidas em um determinado periodo de tempo
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Resultados dessa técnica sobre a cicatrizacdo de
feridas em ratos diabéticos quando utilizado sob a forma de nanofibra de alcool
polivinilico (PVA) com quitosana ja foram descritos (MAJD et al., 2016).

Devido a importancia do 4cido ascorbico (Vitamina C) sobre a cicatriza¢éo dos
tecidos (MOORES, 2013), a incorporagéo dessa vitamina ao biofilme pode ser capaz

de melhorar o processo cicatricial de uma neurotmese, minimizando o
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comprometimento funcional e histolégico e, consequentemente, favorecendo a
populacao afetada por esse tipo de lesdo a um rapido retorno as suas atividades.
Portanto, por ser a neurotmese um problema clinico significativo em todo o
mundo, o presente estudo, de carater inovador, pretende avaliar se a utilizagdo do
biofilme de Alcool Polivinilico associado ao &cido ascorbico podera acelerar a
regeneracao histolégica e funcional do nervo ciatico em ratos Wistar, apds seis

semanas de uma neurotmese.

MATERIAIS E METODOS
Amostra

O estudo foi realizado no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular do
Departamento de Anatomia e no Laboratério de Biodispositivos Nanoestruturas
(Bionano), Departamento de Bioquimica (UFPE).

A amostra foi composta por 48 ratos machos da linhagem Wistar, mantidos em
gaiolas em grupos de trés, temperatura de 23° + 1° C, submetidos a ciclos de
claro/escuro invertido (12 horas) com dieta (Purina ®) e agua ad libitum.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o Processo de n°
23076.052306/2017-10 e 0 manejo e os cuidados dos animais se fizeram de acordo
com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for

Care and Use of Laboratory Animal.

Grupos Experimentais

Aos 40 dias de vida, 48 animais foram distribuidos aleatoriamente, através de
nameros randémicos, em 4 grupos (n= 12 animais por grupo): Grupo Controle (GC),
ratos que nao sofreram a neurotmese. Grupo Lesao (GL), ratos que sofreram leséo
completa; Grupo Lesao e Biofilme (GLB), ratos que sofreram lesdo e tiveram a sutura
envolvida pelo biofilme sem &acido ascorbico; Grupo Lesdo e Biofilme com acido
ascorbico (GLBA), ratos que sofreram leséo e tiveram a sutura envolvida pelo biofilme
com acido ascérbico. Foi realizado o indice Funcional de Ciatico (IFC) no pré-
operatorio, 12 32 e 62 semanas pos-operatério. Quatro nervos ciaticos por grupo foram

coletados e avaliados histomorfometricamente na 12, 32 ou 62 semana pos-operatorio.
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Biofilme de Alcool Polivinilico com Acido Ascérbico

O biofilme foi produzido pelo Laboratério de Biodispositivos
Nanoestruturas (Bionano), Departamento de Bioquimica (UFPE) a partir da solugéo
de Alcool Polivinilico (PVA) a 8%, Gelatina a 2% e Acido Ascorbico a 0,5% colocada
em uma seringa. Em seguida, foi realizado o processo de eletrofiacédo, o qual consiste
em submeter a seringa a um campo elétrico. Ao atingir um valor critico, as forcas
elétricas vencem a tensdo superficial e um jato de solucéo € ejetado em direcao ao

coletor aterrado.

Procedimento Cirurgico para Leséao do Nervo Ciéatico

Na idade de 60 dias, todos os animais foram anestesiados intraperitonealmente
com uma solucéo de cloridrato de Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de
Ketamina (Dopalen®) (100mg/Kg), 0,05 mL e 0,1mL para cada 100g.

Os animais foram colocados na posicdo anatémica, a area foi limpa com o
antisséptico Clorexidina e foi realizada uma incisdo longitudinal na pele da regiédo
péstero-superior da pata direita, iniciando um centimetro abaixo do trocanter maior do
fémur, tendo direcdo diagonal e terminando proximo a fossa poplitea, ao nivel da
insercao dos musculos isquiotibiais.

O nervo ciatico foi exposto ap0s a separacdo dos musculos gluteo superficial e
biceps femoral. Com auxilio do Estereomicroscopio (LEICA zoom 2000/ 10,5-45X), o
nervo ciatico foi visualizado e foi colocada uma tentacanula sob o nervo para seu
isolamento com os tecidos adjacentes.

Nos animais do GL e GLB foi realizada a neurotmese com bisturi a 5 mm
proximal da divisao dos trés ramos principais do nervo isquiatico (tibial, fibular comum
e sural), seguida da coaptacao direta das extremidades nervosas, com alinhamento
fascicular e sutura com monofilamento 7-0 CATGUT (ETHICON) em cerca de 3 pontos
do epineuro (WU et al., 2016), enquanto que no GLB além da sutura, a mesma foi
envolvida com o biofilme de alcool polivinilico com &cido ascorbico.

Os animais do GC apenas foram submetidos a incisdo longitudinal da pele,
disjuncdo dos musculos acima descritos e visualizacao do nervo ciatico. Em seguida,
foi realizada a sutura muscular e da pele com monofilamento 4-0 Nylon (Somerville)

para promover 0 mesmo estresse cirlrgico que os demais grupos.

Cuidados Cirargicos
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Apoés a aplicacdo dos anestésicos, foi aplicado o analgésico Cloridrato de
Tramadol (5% -100mg/Kg de peso animal, diluido em soro fisiolégico & 0,9% - 1:1),
por via subcutanea, sendo reaplicado a cada 12 horas durante trés dias.

Ao final da cirurgia, foi realizada a antibioticoterapiatopica topica (Rifamicina SV
sédica — 10mg/ml; Sulfato de Neomicina + Bacitrina — 5mg/g + 250Ul/g) e foi aplicado,
por via subcutanea, o antibiotico Enrofloxacina (10% - 5mg/Kg de peso animal), por 4
dias a cada 24 horas e do anti-inflamatério Meloxican (0,2% - 0,1mL/Kg de peso

animal), por 2 dias, a cada 24 horas.

indice Funcional do Ciatico (IFC)

Para a avaliacao funcional da recuperacao da marcha do animal, foi aplicado o
IFC nos animais de todos 0s grupos, no pré-operatorio (um dia antes do procedimento
cirdrgico), 12, 32 e 62 semana pos-operatério. Os ratos tiveram suas patas pintadas
com tinta preta e foram colocados em uma passarela de 10 cm de largura e 60 de
comprimento para deambularem sobre um papel branco. Quatro parametros foram
medidos nessas pegadas a partir do software Image J e as comparacdes entre o lado
lesado (experimental) e o intacto (normal) permitiram estabelecer o indice funcional
do ciatico (IFC) através da Equacédo 1 (BAIN; MACKINNON; HUNTER, 1989), onde
os resultados obtidos com esta expressao foram a expressao percentual negativa da
funcdo normal, em que O (zero) corresponde a funcdo normal, ou auséncia de
deficiéncia, e -100 (menos cem) corresponde a disfuncéao total.

O resultado final foi obtido a partir da média de quatro mensuracdes das patas

marcadas no papel (Equacéo 1).

1FC = =383 x (FEEZNPLY 1095 x (BT ZNTSY | 5 ay (BIL—NITY o
= =38, ( NPL ) ’ ( NTS ) ’ ( NIT ) ’
Eqg.1

Onde: E= experimental; N= normal; PL= “printlength”, ou comprimento da pata,
€ a distancia entre os dois pontos mais extremos da pegada, no sentido longitudinal,
que é sempre maior na pata lesada; TS= “total spread”, ou espalhar total dos dedos,
é distancia entre os dois pontos mais extremos da pegada, no sentido transversal,
devendo coincidir com a marca dos dois dedos mais extremos; IT= “intermediate toes”,

ou espalhar dos dedos intermediarios, € a distancia entre os dois dedos
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intermediarios. O resultado final foi obtido a partir da média de quatro mensuracdes

das patas marcadas no papel.

Avaliacdo macroscopica daregeneracao cirurgica
A avaliagdo macroscopica foi realizada ap6s o periodo experimental nos
animais que sofreram a seccdo nervosa, sendo avaliada conforme questionario

elaborado (Tabela 1).

Tabela 1 — Questionério para avaliacdo macroscopica da regeneracao cirurgica

1. Aleséo da pele foi bem reparada? ()Sim ()Nao () Nao se aplica
2. Os pontos da pele romperam? ()Sim ()Nao () Né&o se aplica

2.1. Se sim, foi realizada uma nova sutura ()Sim ()Nao () Né&o se aplica
3. A sutura muscular foi bem reparada? ()Sim ()Nao ( ) Na&o se aplica
4. Os cotos estdo alinhados estruturalmente? () Sim ( ) Ndo ( ) Nao se aplica
5. O biofilme foi absorvido? ()Sim ()Nao () Na&o se aplica

5.1. Se néo, o biofilme estava no local? ()Sim ()Nao () Na&o se aplica
6. Ha neuromas? ()Sim ()N&o () Na&o se aplica

Histomorfometria

Os nervos foram fixados por 48 horas na solugédo de Fluido Modificado de
Davison (MDF), constituida por 50 % de agua destilada, 30 % de Formaldeido PA, 15
% de Alcool Etilico PA e 5 % de Acido acético glacial.

Passadas as 48 horas, as amostras foram lavadas em agua corrente e foram
desidratadas em solugbes crescentes de alcool (70 %, 80 %, 90 % e 100 %),
diafanizadas em xilol (I e 1) e incluidas em parafina liquida (I e 1) (60°C). Por fim, os
nervos foram emblocados individualmente, com parafina especifica para este fim (56°-
58°C), de modo que a extremidade do nervo foi direcionada para a area de corte.

Os nervos foram cortados transversalmente com 4 ym de espessura e suas
laminas histoldgicas foram preparadas. Ao se concluir os cortes dos demais blocos,
todas as laminas histologicas foram encaminhadas para analise histomoformétrica.

As amostras foram desparafinizadas com banhos de xilol, hidratadas em
solucbes de concentracdes decrescentes de alcool (100%, 95%, 80% e 70%) e
corados com Hematoxilina-Eosina e fotografadas imagens de 3 campos
microscopicos por animal (Olympus — BX50: AUMENTOS 4x e 40x), conectado a uma

video-camera (Samsung — SHC-410 NAD). Com auxilio de um computador acoplado



105

ao microscoépio optico, através do software TV TunerApplication foram avaliados os
seguintes parametros:

¢ Quantificacao das células de Schwann;
e Quantificacdo dos axonios;
e Mensuracdo da area de seccdo transversa do nervo;

Analise Estatistica

Com os dados obtidos foi construido um banco de dados e posteriormente
analisados atraves do software SPSS verséo 20.0. Apoés a verificacdo da normalidade
(Shapiro-Wilk), foi empregado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparagéo em
pares e os dados foram apresentados em mediana e intervalo interquartil para as
variaveis da histomorfometria, enquanto que os dados do IFC foram apresentados em
média e desvio padréo e foi empregado o ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni. O
nivel de significancia foi de 5%. Para construc¢do dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism (versao 7, 2016).

RESULTADOS

Dos 48 animais, seis foram excluidos do estudo, visto que as laminas
histol6gicas estavam inadequadas para serem analisadas (dois do GC, um do GL, um
do GLB e dois do GLBA). No inicio do estudo, todos os grupos amostrais
apresentaram-se homogéneos quanto ao IFC (IFC pré-operatério (p = 0,263). Nas
demais semanas observou-se reducao dos grupos experimentais em comparacao ao
GC (Figura 1) (p < 0,05).

Através da analise macroscopica foi observado ao final do periodo experimental
que todos os animais submetidos a incisdo cirdrgica apresentaram boa regeneracao
cutanea e muscular (Figura 2A). Em um animal do GC62 semana (2,38%) e um animal
do GLB12 semana (2,38%) os pontos da pele foram rompidos (Figura 2B e 2C). Em
todos os animais do GLBA houve alinhamento estrutural ao longo das semanas
avaliadas, enquanto que houve desalinhamento tanto no GL12 semana, GL62 semana
e GLB12 semana (2,38%; 2,38%; 4,76%, respectivamente) (Figura 2D). Embora o
biofiilme n&o tenha sido absorvido, todos estavam no mesmo local no qual foram
inseridos (Figuras 2F e 2G). No GLBA foi observada uma menor porcentagem de
neuromas ao final das seis semanas quando comparado ao GL e GLB (Figura 2H).
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Figura 1 — indice Funcional do Ciatico de ratos Wistar no pré-operatorio (A) 12 (B), 32
(C) e 62 (D) semanas apés neurotmese. GC — Grupo Controle; GL — Grupo Leséo;
GLB — Grupo Les&o Biofilme; GLBA — Grupo Les&o Biofilme com Acido Ascorbico.
Valores expressos em média e desvio padrdo. ANOVA seguido do Teste de Bonferroni
para determinar a diferenca entre os grupos (p < 0,05). Onde (*) representa a diferenca

em relacdo ao GC.

Nas trés semanas onde o0s nervos ciaticos foram analisados, ndo houve
diferenca no numero de axénios entre os grupos (p > 0,05) (Figura 3). Embora nao
tenha sido observado diferenca no nimero de células de Schwann na primeira
semana apos a neurotmese (Figara 4A), houve aumento na terceira semana do GLBA
em comparacéo ao GL (p = 0,016) (Figura 4B), na sexta observou-se aumento do GLB
em comparacao ao GC e GL (p < 0,001 e 0,002, respectivamente) e observou-se que
0 GLBA teve menor numero dessas células do que o GLB (p = 0,031) (Figura 4C).



1. A lesédo da pede foi bem reparada?
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2. Os pontos da pele romperam?

o o [2,38% GC62 sem
0% 4’766{2.38% GLB1% sem

| | sim
B Nio

|:| Nao se aplica

B

3. A sutura muscular foi bem reaparada?
0% 2,38%— GLB1? sem

[] sim
97,62% Hl Nao
[ Naose aplica

D
5. O biofilme foi absorvido?
50%
[] sim
Il Nao
|:| Nao se aplica
0%
F

6. Ha neuromas?

0% 4,76% GL6? sem
16,67% [7,14% GLB12 sem

2,38% GLBA3? sem
2,38% GLBAG? sem

[] sim

I Naio

D Nao se aplica
H

Figura 2 — Frequéncia de respostas do questionario de avaliacdo descritiva durante
as seis semanas do reparo cirargico de uma neurotmese em ratos Wistar. GC — Grupo
Controle; GL — Grupo Lesdo; GLB — Grupo Leséo Biofilme; GLBA — Grupo Leséo

Biofilme com Acido Ascdrbico. Valores expressos em porcentagem (%).
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Figura 3 - NUumero de axonios de ratos Wistar obtidos pela andlise histomorfométrica
na 12 (A), 32 (B) e 62 (C) semanas apo6s neurotmese. GC — Grupo Controle; GL —
Grupo Les&o; GLB — Grupo Les&o Biofilme; GLBA — Grupo Les&o Biofilme com Acido
Ascorbico. Valores expressos em mediana e intervalos interquartis. Kruskal Wallis
com comparacao em pares determina a diferenca estatistica entre os grupos (p <
0,05).

Na primeira semana apos a neurotmese foi observado uma maior area de
seccdao transversa tanto do GLB em comparacédo ao GC e GL (p < 0,001 e p = 0,011,
respectivamente) e houve um menor percentual do GLBA em comparacdo ao GLB,
porém ndo estatistico (p = 0,055) (Figura 5A). Entretanto, na terceira semana
observou-se apenas aumento no GLB em comparacédo ao GC e GL (p =0,004 e p =
0,042, respectivamente) (Figura 5B). Ja na sexta semana, a AST tanto do GLB quanto
do GLBA apresentou-se maiores do que o GC (p = 0,020 e 0,042, respectivamente)
(Figura 5C).
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Figura 4 - Numero de células de Schwann de ratos Wistar obtidos pela analise
histomorfométrica na 12 (A), 32 (B) e 62 (C) semanas apos neurotmese. GC — Grupo
Controle; GL — Grupo Leséao; GLB — Grupo Lesao Biofilme; GLBA — Grupo Lesao
Biofilme com Acido Ascorbico. Valores expressos em mediana e intervalos
interquartis. Kruskal Wallis com comparagcdo em pares determina a diferenca
estatistica entre os grupos (p < 0,05). Onde (*) representa a diferenca em relagdo ao
GC, (%) representa diferenca em relacdo ao GL, (%) representa diferenca em relagdo
ao GLB.
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Figura 5 — Area de seccéo transversa do nervo ciatico de ratos Wistar obtidos pela
andlise histomorfométrica na 12 (A), 32 (B) e 62 (C) semanas ap0s neurotmese. GC —
Grupo Controle; GL — Grupo Leséo; GLB — Grupo Leséo Biofilme; GLBA — Grupo
Lesdo Biofilme com Acido Ascorbico. Valores expressos em mediana e intervalos
interquartis. Kruskal Wallis com comparacdo em pares determina a diferengca
estatistica entre os grupos (p < 0,05). Onde (*) representa a diferenca em relagdo ao
GC, (%) representa a diferenca em relacéo ao GL.

DISCUSSAO
Embora fosse esperado que em seis semanas houvesse melhora na
funcionalidade do nervo ciatico utilizando o biofilme, no presente estudo tanto o
biofilme com o acido ascoérbico como o sem acido ascoérbico ndo foram capazes de
acelerar o retorno da funcionalidade dos ratos apds seis semanas, confirmando os
dados de uma metanalise recente (DELEONIBUS et al., 2021) que demonstrou que a
avaliacdo sobre a regeneracao funcional deve comecar na segunda semana pos-
operatoria e continuar até aproximadamente a 262 semana (DELEONIBUS et al.,
2021).
Entretanto, ao se utilizar um novo conduto nervoso faz-se necessario investigar

0 curso da regeneracdo em um curto periodo de tempo e em lesées com uma menor
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distancia entre os cotos, a fim de se verificar a seguranca e tolerabilidade da técnica
(BURRELL et al., 2021), as quais foram analisadas na presente pesquisa pela analise
macroscopica ap0s seis semanas da heurotmese.

Como o alinhamento estrutural e a baixa porcentagem de neuroma Sao
parametros de suma importancia no reparo nervoso (DE MEDINACELI; DERENZO;
WYATT, 1984), acredita-se que o biofilme com acido ascorbico se mostrou eficaz no
processo inicial de reparo do nervo ciatico do ponto de vista macroscépico apos o
periodo experimental.

Conforme demonstrado em estudos anteriores, a boa regeneragédo cutanea e
muscular de todos os animais no presente estudo, pode ter sido decorrente das
habilidades técnicas durante a cirurgia juntamente com os cuidados pré e pos
operatérios (JUNKER et al., 2014; SINGH; YOUNG; MCNAUGHT, 2017; GOKKAYA
et al., 2022). No entanto, a livre movimentag&o dos animais pode ter prejudicado (em
4,76% dos animais) a sintese dos principais elementos que compde a matriz
extracelular do da pele desses ratos (RAMOS et al., 2020; SINGH; CHANDA, 2021).

Sabe-se que apds uma neurotmese as células de Schwann (CS’s)
desempenham um papel indispensavel na promocéao da regeneracéo nervosa (CRUZ;
DE JESUS, 2021). Inicialmente as CS’s sofrem a desdiferenciagao e participam da
desintegracéo e remocao de axdnios danificados durante o processo de degeneracao
Walleriana e auxiliam na eliminagdo de detritos de mielina para criar um ambiente
favoravel ao recrescimento. Posteriormente, as SCs secretam fatores troficos para
apoiar a sobrevivéncia de neurdnios danificados e promover o recrescimento do
axénio e, finalmente, as SCs proliferam, regulam positivamente 0s genes pro-
mielinizantes, rediferenciam-se em SCs mielinizantes e remielinizam o axdnio
regenerado (NOCERA; JACOB; SCIENCES, 2020).

Portanto, acredita-se que ao longo das seis semanas pds-operatérias o GL nao
atingiu a fase de proliferacao das CS’s, enquanto os animais que fizeram uso tanto do
biofilme de PVA com acido como sem &cido houve uma aceleracdo da regeneracao
nervosa, visto que houve um aumento dessas células na terceira semana e sexta
semana poés-operatéria em comparacao ao GL, respectivamente. Além disso, no
GLBA o numero das CS’s comecgou a reduzir na sexta semana, atingindo valores
proximos da normalidade. Corroborando, assim um estudo recente, o qual utilizando

tubos de orientacdo de nervo de policarbonado derivado de tirosina em suinos,
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observou que apés duas semanas da lesdo houve um infiltrado de células de
Schwann, favorecendo a regeneracéo nervosa (BURRELL et al., 2021).

O aumento da area de seccao transversa do nervo observada a partir da
primeira semana no GLB, possivelmente esta relacionado ao processo acelerado da
desdiferenciacao das células de Schwann, visto que durante essa primeira fase da
regeneracao em nervos reparados com condutos, ha um aumento do fluido rico em
fatores/proteinas sollUveis pro-regenerativas secretados por ambos 0s cotos nervosos
que se acumulam dentro do limen do conduto (LONGO et al., 1984; LIU, 1992; WEIS;
MAY; SCHRODER, 1994). Em seguida, forma-se uma matriz de fibrina abrangendo o
comprimento do conduto para fornecer um substrato para fixacao e infiltracdo de
células ndo neuronais, como as Células de Schwann, fibroblastos, macréfagos e
células endoteliais, que influenciam a extensdo axonal e/ou maturacdo dentro do
conduto (BURRELL et al., 2021).

Desse modo, avaliando em conjunto o grafico da area de secc¢ao transversa e
do numero de axbnios, acredita-se que na primeira semana as CS’s nos grupos lesao
apresentavam predominio da fase de desdiferenciacdo; na terceira semana, o GLBA
ja iniciou a fase de infiltracéo e proliferacdo dessas células, enquanto que o GLB so
iniciou esta segunda fase na sexta semana.

Uma vez que a maior deposicao de fibrina e infiltracdo de células de Schwann
contribuem para uma maior regeneragdo e mielinizagdo do axdnio se avaliado
cronicamente (EZRA et al., 2014), a associa¢ao do acido ascoérbico ao biofilme parece
ter acelerado o processo de regeneracao nervosa, posto que o acido ascorbico regula
a sintese de colageno tipo | e lll (MANELA-AZULAY et al., 2003), os quais parecem
estar envolvidos no fornecimento de nervos periféricos com boa resisténcia mecanica
e propriedades viscoelasticas (TASSLER; DELLON; CANOUN, 1994; CHERNOUSOV
et al., 2008).

Os resultados histolégicos do GLBA obtidos no presente estudo, corroboram
com estudos anteriores que demonstraram que no sistema nervoso periférico o acido
ascorbico é essencial na regeneracdo nervosa em modelos animais, visto que a
suplementacdo dessa vitamina promove o crescimento de neuritos em culturas de
neurbnios do ganglio da raiz dorsal (DRG), aumento da proliferagdo e o
comportamento de migragdo em culturas de células de Schwann primérias e aumento
da proliferacdo e migracdo dos macrofagos e, portanto, melhorou a recuperacao

funcional do nervo ciatico apds uma neuropraxia (LI et al., 2019; LI et al., 2020).
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Os dados obtidos indicam que, embora a utilizacdo do biofilme ndo tenha
contribuido para o retorno da funcionalidade, do ponto de vista macroscopico e
microscopico ele parece ter acelerado a regeneracao nervosa, visto que houve nestes
animais um melhor alinhamento dos cotos, baixa porcentagem de neuromas apoés as
seis semanas, um aumento das células responsaveis pela regeneracao. No entanto,
para que iSso possa ser visto no numero de axonios e no retorno a funcionalidade,

seria necessario um estudo com um seguimento maior.
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ANEXO E - ARTIGO ORIGINAL 3 (PUBLICADO) - “EFFICACY OF TUBING
TECHNIQUE WITH BIOMATERIALS COMPARED TO DIRECT COAPTATION
TECHNIQUE AFTER PERIPHERAL NEUROTMESIS IN NERVE HEALING
AND RETURN TO FUNCTIONALITY IN YOUNG ADULT RATS: A
SYSTEMATIC REVIEW PROTOCOL”

Artigo publicado na Sytematic Reviews Journal (2020)

Brito et al. Systematic Reviews (2020) 9:118

https://doi.org/10.1186/513643-020-01388-5 System atic Reviews

PROTOCOL Open Access

Efficacy of tubing technique with
biomaterials compared to direct coaptation
technique after peripheral neurotmesis in
nerve healing and return to functionality in
young adult rats: a systematic review
protocol

Ana Camila Nobre de Lacerda Brito™?'®, Sara Emanuely Verissimo Santos®, Wilayane Alves Martins®,
Paulo César da Silva Queiroz’, Wenddy Wyllie Damascena Sougey”, Paula Ketilly Nascimento Alves’,
Kalline Lourenco Ribeiro®, Maria Danielly Lima de Oliveira® and Silvia Regina Arruda de Moraes’

Check for
updates ‘

Abstract

Background: Peripheral nerves are constant targets of traumatic injury which may result in neurotmesis and which
invariably requires surgical treatment. In view of this, tissue engineering studies developed biomaterials which were
first tested in animal models and used as a guide for nerve stumps in the procedure in order to speed up the
healing process. Therefore, the aim of this study is to evaluate the efficacy of biomaterials used in tubing technique
on healing and histological and functional recovery after peripheral nerve neurotmesis in rats.

Methods: We will search PubMed/MEDLINE, Embase, Web of Science, LILACS, and CENTRAL (from inception
onwards). Grey literature will be identified through searching dissertation databases, guidelines, policy documents,
and reports. We will include randomized and non-randomized trials conducted in young adult rats with peripheral
neurometsis undergoing surgical repair through tubing technique with biomaterials. Primary outcomes will be
histomorphometry, immunohistochemistry of the nerve tissue, and sciatic functional index. Secondary outcome will
be nerve macroscopic evaluation. Two reviewers will independently screen all citations, full-text articles, and
abstract data. Potential conflicts will be resolved through discussion. The methodological quality (or risk of bias) of
individual studies will be appraised using an appropriate tool. If feasible, we will conduct random effects meta-
analysis.

(Continued on next page)
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ANEXO G — BANCA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO REFERENTE
AO TEMA DA PRESENTE PESQUISA (2021)
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ANEXO H — CO ORIENTACOES DE TRABALHOS DE CONCLUSAO DE CURSO
REFERENTES A PESQUISA DA PRESENTE TESE
“Avaliacao da aplicagao do biofilme de alcool polivinilico com acido ascorbico

na reparacao cirdrgica da neurotmese do nervo ciatico em ratos wistar”
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PHYSIOLOGY ONLINE (2019)
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ANEXO J — ARTIGO INTITULADO “COMBINED TREADMILL
RUNNING AND INSULIN THERAPY FAVORS THE STABILIZATION OF
GLYCEMIC METABOLIC PARAMETERS AND AVOIDS INCREASED
ACHILLES TENDON RIGIDITY IN DIABETIC RATS” PUBLICADO NO

MUSCLES, LIGAMENTS AND TENDONS JORNAL (2020)

ORIGINAL ARTICLE

Mr 2020;10 (3):442-450

Combined Treadmill Running and Insulin Therapy
Favors the Stabilization of Glycemic Metabolic
Parameters and Avoids Increased Achilles Tendon
Rigidity in Diabetic Rats

A. C. Nobre de Lacerda Brite', W. Alves Martins', P. C. da Silva Queirez’, 5. E.
Verissimo Santos’, T. Meireles Santos?, R. F. de Souza®*, D. Dutra Pereira®, M. T.
Gonzaga Santos®, A. C. Falcio Esteves’, 5. R. Arruda de Moraes'

' Laboratory of Neuromuscular Plasticity, Department of Anatomy, Center of Biosciences, Federal University of

Pemambuco, Recife, Brazil

# Department of Physical Education, Federal University of Pemambuco, Recife, Brazil

7 Department of Physiclogy and Pharmacology, Center of Biosciences, Federal University of Pernambuco, Recife,

Brazil

4 Department of Physical Education, Federal University of Sergipe - UFS, 530 Cristovio, Sergipe, Brazil

CORRESPONDING AUTHOR:

Ara Camila Mobm da Lacerda Brito
Fodaral University of Pernambuco
Mauromusculs Plasticity Labosatory
Dapartmant of Anatomy

Avanida Profassor Moraes Rego, 1235,
Recie 50670901

Permambuco, Brazl

E-mail: beitcanacamila@gmail com

DOk
10.32096/mlyj.03.2020.14

LEVEL OF EVIDENCE: 2B

SUMMARY

Background. Hyperglycemia reduces tendon homeostasis. Effects of physical exercise
on diabetic rats have been widely studied; however, the effects of 2 combined physical
and insulin therapy on biomechanical properties of the Achilles tendon (AT) remain
unclear. Therefore, the chijective of this study ws o evahate the effects of the combi-
nation of moderate-intensity exercise on o treadmill and insulin therapy on metabo-
lism, physical conditioning, and biomechanics of AT in disbetic rats.

Methods. Forty-=ight Wistar rats were divided inte six groups: Sedentary Control-
SCG, Treadmill Control- TOG, Sedentary Diabetic-SIHG, Sedentary Insulin Diabet-
ic-SIDG, Treadmill Disbetic- TING, and Treadmill Irsulin Diabetic TIDG. Diohetic
animals were induced with streptozotocin diluted in sodium citrate buffer (50 mg/Fg:
10 mM: pH 4.5; intraperitoneally). All groups were subjected to the maximal effort test
for pre [MI:_J',] and post [M:ET:] mazximal speed determination. The exercise protocal
was administered for 5 weeks (1 hfday, 5 days/week). Blood glucose levels and biome-
chanical properties of AT (e.g., traction) were evaluated

Resubis. Incresmed glyoemin was observed in SDG (peolud0l; p=0.003), SIDG
([p=0.00%; p=0.037), and TDNG (p=0.002; p=0.009); however, compared with SCG and
TCG, TIM showed no significant differences. Maximal force was reduced in TIDG
(p=0.009) and SIDAG (p = 0.002) and incressed in SCG and TG compared with in
SIDG (p=0.024). The elastic modulis wos reduced in TOG compared with in 530G
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ANEXO K — ARTIGO INTITULADO “TOLERANCIA AO EXERCICIO FiSICO
EM RATOS COM DIABETES MELLITUS 1 APOS EXERCICIO EM ESTEIRA
E INSULINOTERAPIA”, PUBLICADO NA REVISTA BRASILEIRA DE
INICIACAO CIENTIFICA (2020)

ievista

brasileira

de maacio cientilica

TOLERANCIA AO EXERCICIO FISICO EM RATOS COM
DIABETES MELLITUS 1 APOS EXERCICIO EM ESTEIRA E
INSULINOTERAPIA

EXERCISE TOLERANCE IN RATS WITH DIABETES
MELLITUS 1 AFTER EXERCISE ON TREADMILL AND
INSULIN THERAPY

TOLERANCIA AL EJERCICIO EiS]CD EN RATAS CON
DIABETES MELLITUS 1 DESPUES DEL EJERCICIO EN
TREADMINER Y TERAPIA CON INSULINA

Wilayane Alves Martins'

Hélida Cristina Cirilo da Silva® 264
Ana Camila Nobre de Lacerda Brito®

Silvia Regina Arruda de Moraes*

Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da associagio da insulinoderapia com o exercicio fisico de
intensidade moderada em esteira sobre a tolerdncia 3o exercicio fisico de ratos com disbetes meellins 1. Foi
realizado o iesie de esforgo méximo (TEM) seguido do protocolo de cinco semanas de exercicio em esteira e um
novo TEM. Ohservow-se que o exercicio de intensidade moderada em esteira associado & insulinoterapia
aumeniou a tolerincia ao exercicio nos animais diabéticos, demonstrando comportamento semelhante aos
animais saudiveis treinados, além disso, atenuwou 2 perda de peso corporal @ o aumento dos (ndices glicémicos
promovidas pela doenga

Palavras-chave: Diabetes. Exercicio Fisico. Insulinoterapia. Tolerincia ao Exercicio Fisico.
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ANEXO L — ARTIGO INTITULADO “EFEITO DO EXERCICIO DE
INTENSIDADE MODERADA SOBRE A BIOMECANICA DO
TENDAO DE AQUILES EM RATOS DIABETICOS”, PUBLICADO NA
REVISTA BRASILEIRA DE INICIACAO CIENTIFICA

evista

brasileira

de imciacio clentifica

EFEITO DO EXERCICIO DE INTENSIDADE MODERADA
SOBRE A BIOMECANICA DO TENDAO DE AQUILES EM
RATOS DIARETICOS

EFFECT OF MODERATE INTENSITY EXERCISE ON THE
BIOMECHANICS OF THE ACHILLES TENDON IN
DIABETIC RATS

EFECTO DEL EJERCICIO DE INTENSIDAD MODERA DA
SOBRE LA BIOMECANICA DEL TENDON DE AQUILES EN
RATAS DIABETICAS

Sara Emamely Verissimo Sanios!
Paulo Cesar da Siva Queirme?

Ana Camila Nobre de Lacerda Brito?
Silvia Repina Armda de Moraes®

Kesuma: ¥ ohjetivo foi verificar o eleile do exerdicio de inessidade moderada em esieim sobre os parime tros
biomecinicos do lendSo de Aguiles (TA), condicionzmento fisicn, peso corporal @ gloemia de ralos Wiear com
diahetes meifig 1. Eles tiveram o condiciomamento (isico avaliado antes & gpés seis wmams de exercicio de
intensidade moderada em esieire. Fm seguida, tiveram o TA coletado e seus parimetros hiomecnicos av aliados.
A hiomecinica do TA de ratos diahd ticos ndo leve alleracdo gpds seis semanzs da induglo e o exeroicio mosirou-
e hend fico no TA de rabos sauddveis, altm disso, Foi caper de melborer o condicionamenio lisico desses ralos
Palay raschave: Dishetes melions Tendio de Aguiles. Tese de Fsfompo Msimo.

Abstract: The ohipctive was 1o verily the effed of moderaie intensity exercise on the biomechanical parameies
of the Achilles iendom (TA), phrvsical condiSioning, body weight and ghvamia of Wistar rais wilh diabetes mellius
L They hal their filness evaluaed hefore and afler afler six weeks of moderate intensity exemcis on a tmadmill.
Thes, the TA was collecied and s biomechamical paramelers wes: evalmied The biomechasics of the AT ol
diahetic ms did mot change after s wecks of mdection and exercise was henefical im the AT of healthy mis, in
addition, it was able Lo improve the plw sical conditioning of these rax

Ke ywords: Diabetes meilius Achilles Tendon. Mavimal Eifon Test

! Fisioermgpeuin  Universidade  lederal de Pemambuco.  ORCID: 00000002 64654180 F-maik
saraemmanue by | E& gmail com.
! Fisioermgpeuns  Universidade lederal de  Permambuco.  ORCID:  0000-00024213.3843  F-maik
?ﬂ.uurﬁnig'ﬁh\:umiLcm

Doestoranda do programa de pos-graduagie em nesmopsiguiatrs ¢ céncizs do comportamenie Universidade
Federal de Pemambuce. QORCIEE 00D0-0001-9334- 3677 E-mait: briloanscemila@ pmailoom.
4 Proteszora Titwlar do Deparizmenio de Anatomiz. ORCIE: DOO0-0002- 359744483 Universidade Federsl de
Permnambwsco. E-mail: sramores @gmail com.
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ANEXO N — CO ORIENTACOES DE TRABALHOS DE CONCLUSAO DE CURSO
SEM SER REFERENTE AO TEMA DA PRESENTE TESE

“Efeito do exercicio de intensidade moderada em esteira sobre a
biomecénica do tenddo de Aquiles em ratos diabéticos: um estudo
experimental” (2019)

Coordenagao do Curso d F'S I O emartamente | ST,
de Fisioterapia isioterapia UNIVERSIDADE
FEDERAL
DE PERNAMBUCO

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que ANA CAMILA NOBRE DE LACERDA BRITO PAZ
orientou no semestre 2019.2 o Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Fisioterapia)
do(a) académico(a) SARA EMANUELY VERISSIMO SANTOS intitulado “EFEITO DO EXERCICIO
DE INTENSIDADE MODERADA EM ESTEIRA SOBRE A BIOMECANICA DO TENDAO DE AQUILES
EM RATOS DIABETICOS: UM ESTUDO EXPERIMENTAL” , defendido em 27 de Novembro de
2019.

Recife, 27 de Novembro de 2019.

Jm‘vlersidade Federal de Pemambuco - UFPE
% Centro di Ciéncias. da Satde
E& Prof Mércia Aessandra C. Pedrosa

~3 Coordenadora do Curso de Fisiot

YEEE SIAPE 2282895

Av. Jornalista Anibal Fernandes, S/N Cidade Universitaria Recife-PE CEP: 50740-560 Fone: (81) 2126-8492
coordenacaofisioufpe@hotmail.com | Curso reconhecido pelo Decreto n° 72213 de 11/05/1973
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“Tolerancia ao exercicio fisico em ratos com diabetes mellitus 1 apés

exercicio em esteira e insulinoterapia” (2019)
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Coordenacao do Curso d F'SIO partament m
de Fisioterapia je Fisioterapia UNIVERSIDADE

FEDERAL
DE PERNAMBUCO

&

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que ANA CAMILA NOBRE DE LACERDA BRITO PAZ
orientou no semestre 2019.2 o Trabalho de Conclusdo de Curso (Gradua¢do em Fisioterapia)
do(a) académico(a) WILAYANE ALVES MARTINS intitulado “TOLERANCIA AO EXERCICIO
FISICO EM RATOS COM DIABETES MELLITUS 1 APOS EXERCICIO EM ESTEIRA E
INSULINOTERAPIA.”, defendido em 27 de Novembro de 2019.

Recife, 27 de Novembro de 2019.

Av. Jornalista Anibal Fernandes, S/N Cidade Universitaria Recife-PE CEP: 50740-560 Fone: (81) 2126-8492
coordenacaofisioufpe@hotmail.com | Curso reconhecido pelo Decreto n° 72213 de 11/05/1973



“Avaliagao do equilibrio estatico e dinamico e do risco de quedas em

individuos com diabetes mellitus tipo 2” (2021)

wrnson dFISIO) mos s

DECLARACAD

Declarn, pard os devidos fins, que ANA CAMILA NOBRE DE LACERDA BRITD
PAF orentou no semesire 20202 o fabaho de conclusdo de curso (graduagdo em
fisipierapla) doda) academico(a) DOUGLAS SOUSA MATOS intibulago “AVALIAGAD DO
EQUILIBRIC ESTATICO E DIMAMICO E DO RISCD DE QUEDAS EM INDIVIDUOS

COM DIABETES MELLUITUS TIPD 27, defendido em 30 de agosta de 2021

Reclie, 03 de dezembro de 2021
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ANEXO O - RESUMOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS SEM SER

REFERENTE AO TEMA DA PESQUISA DA PRESENTE TESE
“‘Biomecanica do tendado de Aquiles em ratos diabéticos 1 apds exercicio em

esteira e insulina” publicado e premiado no VIl Congresso Pernambucano de

Fisioterapia Respiratdria, Cardiovascular e Terapia Intensiva da

ASSOBRAFIR/ VIl COPEFIR (2019)
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“Efeito do exercicio de intensidade moderada em esteira sobre as

propriedades biomecanicas do tendado de Aquiles de ratos diabéticos tipo 1

tratados com insulina” publicado no 10° Congresso Internacional de
Fisioterapia (2018)
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“Efeito da associacdo do exercicio fisico de intensidade moderada em esteira

com insulinoterapia sobre o condicionamento fisico de ratos diabéticos tipo 1”

publicado no 10° Congresso Internacional de Fisioterapia (2018)
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ANEXO P - COMPROVANTE DE REVISORA DE DOIS

PERIODICOS
Revisora do MLTJ — Muscles, ligaments and tendons journal
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Revisora do Systematic Reviews Journal
18/05/2020 Gmail - Thank you for agreeing to review a manuscript for Systematic Reviews, SYSR-D-19-00546

l o l Gmail Ana Camila Brito <britoanacamila@gmail.com>

Thank you for agreeing to review a manuscript for Systematic Reviews, SYSR-D-
19-00546

1 mensagem
Systematic Reviews Editorial Office <em@editorialmanager.com> 18 de maio de 2020 16:22
Responder a: Systematic Reviews Editorial Office <judy.maturan@springer.com>
Para: Ana Camila Nobre de Lacerda Brito <britoanacamila@gmail.com>
SYSR-D-19-00546
Molecular Mechanisms of Zika Virus Teratogenesis from Animal Studies: a Systematic Review Protocol
Gabriela Elis Wachholz; Julia do Amaral Gomes; Juliano André Boquett; Fernanda Sales Luiz Vianna; Lavinia
Schuler-Faccini; Lucas Rosa Fraga
Systematic Reviews
Dear Mrs Brito,
Thank you for agreeing to review the above manuscript for Systematic Reviews.
You can access the PDF by clicking this link:
https://www.editorialmanager.com/sysr/l.asp?i=110191&I=WGEKU54R

If you are ready to submit your comments, you may click this link: https://www.editorialmanager.com/sysr/l.asp?
i=11019281=J68K5TF5

Please be aware that this link will expire after 1 click.

You can also submit your review by logging in with your username and password at: https://www.editorialmanager.
com/sysr/

If you have forgotten your username or password please use the "Send Login Details" link to get your login
information. For security reasons, your password will be reset.

We look forward receiving your review by 01 Jun 2020.
If you have any questions, please do not hesitate to contact us. We appreciate your assistance.
With kind regards,

Alexandra Maria Bodnaruc, RD, MSc, PhD(c)
Associate Editor
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ANEXO Q - CERTIFICADOS DE PALESTRANTE
“Aspectos éticos na pesquisa” — Departamento de Educacéo Fisica — UFPE
(2019)

&

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE EDUCAGAO FiSICA
Recife, 04 de junho de 2019.

Venho, obediente a praxe estabelecida, atestar para os devidos fins, que a Sra.
ANA CAMILA NOBRE DE LACERDA BRITO, na condi¢do de palestrante
colaboradora convidada, realizou intervengdo académica junto a disciplina de ETICA
PROFISSIONAL EM EDUCACAO FiSICA (EDF0043), integrante do curriculo do
Curso de Bacharelado em Educagio Fisica da UFPE e ministrada pelo Prof. Dr.
Henrique Gerson Kohl. Sua intervengdo ocorreu no dia 04/06/2019 (14hs:00min as
16hs:30min) desenvolvendo palestra acerca da seguinte tematica: “Aspectos éticos na
pesquisa”. Momento em que colaborou qualitativamente para a ampliagdo dos

conhecimentos discentes acerca da tematica em questdo.

Profa. Dra. Daniela Karingd da Silva Ferreira-DEF-CCS-UFPE
Coordenador do Curso de Bacharelado em Educagéo Fisica da UFPE

444 Profa. Dra. Daniela K. da S. Ferreira

\Efi Coordenadora de Bach_arelado

e em Educagao Fisica
SIAPE 1346332
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“Utilizacao de tecnologias inovadoras no ensino de anatomia do aparelho

locomotor” — Departamento de Anatomia — UFPE (2019)

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que a fisioterapeuta ANA CAMILA NOBRE DE LACERDA
BRITO PAZ proferiu a palestra intitulada “Utilizagdo de tecnologias inovadoras no ensino de
Anatomia do aparelho locomotor” para os alunos do curso de Fisioterapia na disciplina
Anatomia 06, com carga horaria de 04 horas.

Recife, 18 de novembro de 2019.

Profa. Dra. Silvia Regina Arruda de Moraes.
Coordenadora da disciplina

Silvia Regina Arruda de Morae:
Professora Titular do
Dept® de Anatomia

Urpa CBIUFPE-SIAPE 1132331




ANEXO R — ARTIGO INTITULADO “DO COMPRESSION STOCKINGS
IMPROVE THE PERFORMANCE OF STREET RUNNERS?” PUBLICADO
NO JOURNAL OF EXERCISE PHYSIOLOGY ONLINE (2018)

.

277

Journal of Exercise Physiologyonline

April 2018
Volume 21 Number 2

Oficial Research Journal of
the American Scclety of
Exercise Physioiogists

ISSN 1097-9751

JEPonline

Do Compression Stockings Improve the
Performance of Street Runners?

Raphae! Fabricio de Souza’, Alexandre Reis Pires Ferrsira’,
Dihogo Gama de Matos®, Even Pereira da Siva’, Thays Costa
da Silva', Aristela de Freitas Zanona®, Heleno Almeida
Junior’, Paulo Artur de Lara Schinda Schemly®, Ana Camila
Nobre de Lacerda Brito®, Falipe José Aidar’

'Department of Physical Education, Federal University of
Sergipe - UFS, S30 Cristov3o, Brazil, “Depariment of
Occupational Therapy, Federal University of Sergipe - UFS,
Lagarto, Brazil, *Department of Sports Science, Exarcise and
Health of the Tras-os-Montes e Alto Douro University. Vila
Real. Portugal, “Mitary College of Curitiba - CMC, Curitiba,
Brazil, *Department of Physiotherapy, Federal University of
Pemambuco - UFFE, Recife, Brazil

ABSTRACT

Souza RF. Ferreira ARP. Matos DG. Silva EPS. Silva TC.
Zanona AF. Junior HA. Schemly PAL. Brito ACNL. Aidar
FJ. Do Compression Stockings Improve the Performance of
Street Runners? JEPonline 2013;21(2):277-235. This study
evaluated the use of comprassion stockings (CS) in runners.
Ten subjects (28.1 £ 10.47 yrs) performed 10 km of running
with CS and without CS (WCS). The subjects mean velocity,
pace and total tims, peak torque of the hip fliexors (F1). fatigue
index (Fl), heart rate (HR), diastolic pressure (DBP), and
systolic pressure (SBF) were determined. Findings indicate
that heart rate was significantly higher compared to the
conditions in time: HR (P<0.01, Cohens' d = 0.30). SBP
(P=0.02, Cohens’ d = 1.89), and DBP (P=0.01, Cohens' d =
0.86) post-run in both conditions. No significant differences
were observed in conditions time vs. groups (between groups)
in all variables. There was no svidence on the contribution of
the use of compression stockings in the performance of street
runners.

Key Words: Compression Socks, Muscle Fatigue, Running
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ANEXO S — ARTIGO INTITULADO “ANALYSIS OF RACE
PERFORMANCE ON DIFFERENT FLOORS USING BUMPER TENNIS AND

BAREFOOT” PUBLICADO NA MOTRICIDADE (2018)
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ANEXO T - CERTIFICADOS DE PARTICIPACAO EM BANCA DO
TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO NO CENTRO UNIVERSITARIO
ESTACIO DO RECIFE (2019)

‘E.J‘%Estacm

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que ANA CAMILA NOBRE DE
LACERDA BRITO PAZ participou da banca do Trabalho de
Conclusdo de Curso intitulado: “FREQUENCIA DO NIVEL DE
DOR E INCAPACIDADE FUNCIONAL EM
TRABALHADORES DE ESCRITORIO PORTADORES DE
CERVICALGIA: UM ESTUDO TRANSVERSAL”, apresentado

pela académica: Técia Cavalcanti da Cruz

Recife, 17 de junho de 2019.

Prof®. Vitéria Maria de Lima
Coordenagdo do Curso de Fisioterapia

Centro Universitario Estacio do Recife
Av. Engenheiro Abdias de Carvalho, n® 1678 — Madalena Recife/PE
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"r Estacio
DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que ANA CAMILA NOBRE DE
LACERDA BRITO PAZ participou da banca examinadora de
Conclusdo de Curso intitulado: “AVALIACAO DO EQUILIBRIO
E RISCO DE QUEDAS NO INDIVIDUO COM DIABETES
MELITTUS TIPO 2: UMA REVISAO DE LITERATURA”,
apresentado pelos (as) académicos (as): ALBERICO OSTON DA
SILVA ¢ LIRIA DE LIMA SILVA.

Recife, 17 de junho de 2019.

Prof*. Vitoria Maria de Lima
Coordenagéo do Curso de Fisioterapia

g
Centro Universitéario Estacio do Recife
Av. Engenheiro Abdias de Carvalho, n° 1678 — Madalena Recife/PE
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45

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que ANA CAMILA NOBRE
LACERDA BRITO PAZ participou da banca examinadora de Conclusdo de
Curso intitulado: “EFEITOS DA FISIOTERAPIA AQUATICA NO INDICE
GLICEMICO, FREQUENCIA CARDIACA E PRESSAO ARTERIAL EM
MULHERES PORTADORAS DE DIABETES MELLITUS TIPO II:
ESTUDO ANTES E DEPOIS. », apresentado pelos (as) académicos (as):
IZABELLY KARINA SANTOS RODRIGUES E HELLEN TAMIRYS
ALVES DE FRANCA.

Recife, 17 de junho de 2019.

Prof*. Vitéria Maria de Lima
Coordenagdo do Curso de Fisioterapia

Centro Universitario Estacio do Recife
Av. Engenheiro Abdias de Carvalho, n® 1678 — Madalena Recife/PE
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