INSTITUTO

SANTOS DUMONT
= ENSINO E PESQUISA

Emerson Luis Campelo de Oliveira

Desenvolvimento de modelo animal para lesao de
plexo braquial

Macaiba

2015



ii



INSTITUTO INTERNACIONAL

INSTITUTO DE NEUROCIENCIAS
SANTOS DUMONT EDMOND E LILY SAFRA

= ENSINO E PESQUISA

Programa de Pés-Graduagao em Neuroengenharia

Emerson Luis Campelo de Oliveira

Desenvolvimento de modelo animal para lesao de plexo

braquial

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Neuroengenharia do Instituto
Internacional de Neurociéncias - Edmond e
Lily Safra como parte dos requisitos exigidos
para a obtencao do titulo de Mestre em Neu-
roengenharia.

Orientador: Prof. Dr.Hougelle Simplicio Gomes Pereira

Co-orientador Prof. Dr. Edgard Morya

Macaiba

2015

iii



Emerson Luis Campelo de Oliveira

Desenvolvimento de modelo animal para lesao de plexo
braquial

Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Neuroengenharia do Instituto
Internacional de Neurociéncias - Edmond e
Lily Safra como parte dos requisitos exigidos
para a obtencao do titulo de Mestre em Neu-
roengenharia.

Trabalho aprovado. Macaiba, 17 de Setembro de 2015:

Prof. Dr.Hougelle Simplicio Gomes Pereira
Orientador

Prof. Dr. Edgard Morya
Co-Orientador

Profa. Dra. Mariana Ferreira Pereira de
Aratjo, IIN-ELS/ISD
Professor

Prof. Dr. Roberto Sérgio Martins, USP-SP
Professor

Macaiba
2015

iv



Resumo

As lesoes do plexo braquial ocorrem geralmente apés queda de moto em pacientes jovens
e levam a perda total ou parcial da movimentacdo do membro superior destes individuos,
tornando-se lesoes muito incapacitantes. Os modelos animais existentes para o estudo destas
lesoes nao simulam o mecanismo de trauma que ocorre em humanos ou nao restringem a lesao
as suas estruturas neurais, ocorrendo geralmente injtrias 6sseas e musculares associadas e
tornando a interpretacao dos resultados destes estudos mais dificil ou menos confiavel. Foi
desenvolvido um dispositivo eletromecanico que produz a lesao do plexo braquial em roedor
simulando o mecanismo de tracdo do membro superior e estiramento do plexo braquial que
ocorre em humanos. O modelo animal em camundongo obtido com uso desse dispositivo foi

caracterizado quanto a livre locomocgao e movimentacao da pata dianteira apods a lesao.

Palavras-chaves: Lesao plexo braquial; Plexo braquial; Modelo animal.

Brachial plexus injuries usually occur after motorcycle fall in young patients and lead to total
or partial loss of upper limb movements of these individuals, making it very disabling injuries.
Existing animal models for study of these lesions do not simulate the mechanism of injury
that occurs in humans or do not restrict the damage to its neural structures, often occurring
associated bone and muscle injuries, resulting in more difficult or less reliable interpretation
of their results. An electromechanical device which produces the brachial plexus injury in
rodents simulating the traction mechanism of trauma of the upper limb and brachial plexus
stretch that occurs in humans was developed. The animal model obtained in mice with use
of this device was characterized for freely locomotion and movement of the forepaw after

brachial plexus injury.

Keywords: Brachial plexus; Peripheral nerves; Animal models.
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1 Introducao

Na busca pelo conhecimento cientifico aplicado a pratica clinica é necessario o desen-
volvimento de ferramentas adequadas e conhecimentos da pesquisa béasica, para que desta
forma, estes fundamentem e permitam novas descobertas. Este estudo originou-se dos conhe-
cimentos da pratica clinica que foram de encontro a pesquisa basica, mecanismo conhecido
como translagao reversa. Deste modo, neste capitulo apresentaremos as informagoes basicas
necessarias a compreensao desta pesquisa, a saber: anatomia do plexo braquial, os tipos de
lesGes e 0s mecanismos que promovem as mesmas no plexo braquial, e os modelos animais

para pesquisas nesta area.

1.1 O Sistema Nervoso Periférico

Podemos dividir anatomicamente o sistema nervoso em dois componentes: Central e
Periférico. O primeiro é protegido por arcabougo 6sseo (cérebro e medula espinhal) onde se
concentram “as centrais de processamento de informagoes”. O outro componente esta disposto
em meio a musculatura do tronco e apéndices corporais (membros superiores e inferiores) e é
responsavel por permitir a conexao dos centros de processamento no Sistema Nervoso Central
com receptores (receptores sensitivos de dor, calor, por exemplo) e efetores (musculos, por

exemplo).

O sistema nervoso periférico é responsavel por permitir a interagao do ser vivo com
o meio ambiente, trazendo informacoes até o sistema nervoso central, medula ou encéfalo,
e levando a informacao até o 6rgao efetor, seja ele um misculo ou uma glandula (Figura
1.1). Outra forma de estudar o sistema nervoso seria através da anatomia segmentar (cabeca,
pescogo, tronco e membros). Podemos estudar o sistema nervoso no membro superior, por
exemplo, e vermos que seus nervos se originam no pescogo, passam pela axila e finalmente se
dirigem para érgaos alvo no membro superior. Emergem da medula prolongamentos nervosos
no sulco lateral anterior e chegam no sulco lateral posterior projecoes nervosas, chamadas
radiculas (na medula cervical em grupos de quatro radiculas e na tordcica em nimero de duas
radiculas). A juncdo destas radiculas forma as raizes nervosas, respectivamente, anterior e
posterior (SIQUEIRA; MARTINS, 2011). Existem trinta e um pares de raizes espinhais que
recebem denominagao derivada do corpo vertebral préximo, e saem pelo forame de conjuga-
cao (formado da superposigao de duas vértebras). O nervo periférico é formado por ax6nios

(prolongamentos do corpo do neurdnio), que podem ser soméaticos ou viscerais (Sistema Ner-
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Figura 1.1 — Modelo esquematico da medula espinhal e nervos periféricos sensitivo e motor
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Fonte: McDonald e Becker (2007)

voso Auténomo), sensitivos ou motores. Alguns deles sdo denominados mielinizados, pois
possuem células que produzem uma substancia chamada mielina. O tecido conectivo entre

os ax6nios é chamado endoneuro (Figura 1.2).

Os axonios nao seguem da medula a periferia um trajeto isolado, eles se agrupam
em fasciculos. Cada fasciculo pode possuir varias fibras em combinagoes variadas que se
juntam e se dividem dando um aspecto plexiforme dentro do préprio nervo. Em alguns pontos
(geralmente proximo a articulagdes) os nervos podem assumir uma forma monofascicular e
menos plexiforme. O tecido conjuntivo ao redor dos fasciculos composto de vasos sanguineos,
linf6citos e nervi nervorum é chamado perineuro. A camada mais externa de tecido conectivo
frouxo areolar do nervo periférico é chamada epineuro (BOLLINI; WIKINSKI, 2006) (Figura
1.3).

Os ax0Onios mielinizados, como ja é sabido, possuem um calibre maior, bem como uma
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Figura 1.2 — Desenho esquematico do nervo periférico humano

Peripheral nerve
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Fonte: Bollini e Wikinski (2006)

Figura 1.3 — Desenho esquematico corte transversal do nervo periférico humano

neurslemma

endoneurium
; _blood vessel
perineéurium

TN Peripheral nerve Fonte: Bollini e Wikinski
(2006)

velocidade de condugdo maior em virtude dos nédulos de Ranvier. Por exemplo, a densidade
de canais de sédio na membrana internodal é aproximadamente trinta (30) vezes superior do
que na membrana nodal (BURKE et al., 2001)(Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Desenho esquematico fibra mielinizada
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Fonte: Oguievetskaia et al. (2005)

1.2 Anatomia do Plexo Braquial

As raizes nervosas préximas as extremidades se juntam de forma plexiforme e dao
origem a plexos nervosos, cervical e braquial na altura dos membros superiores, lombar e
sacral ao nivel das extremidades inferiores(BOLLINT; WIKINSKI, 2006). Destes, nos interessa
neste trabalho o plexo braquial(Figura 1.5).

O plexo braquial é uma estrutura anatomica localizada no triangulo posterior do
pescoco que possui os seguintes limites: musculo esternocleidomastéideo medialmente, mus-
culo trapézio lateralmente e clavicula inferiormente. Corre no trigono escaleno formado pelo
musculo escaleno anterior anteriormente, escaleno médio posteriormente e borda superior da
primeira costela inferiormente (SHIN; SPINNER, 2005; OREBAUGH; WILLIAMS, 2009).

As raizes possuem ramos dorsais e ventrais, aqueles carreiam fibras sensitivas e possuem o
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Figura 1.5 — Foto do plexo braquial direito humano
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Fonte: Siqueira e Martins (2006)Modificado

nicleo do neurénio no ganglio da raiz dorsal, ao nivel do foramen intervertebral. E ramos
ventrais, carreiam as fibras motoras (LEINBERRY; WEHBé, 2004; OREBAUGH; WILLI-
AMS, 2009). Préoximo as raizes cervicais encontram-se ganglios com nicleos de neurdnios da

cadeia simpética (Figura 1.6).

O plexo braquial é formado, na grande maioria dos casos, a partir dos ramos ventrais
da quinta raiz nervosa cervical até a primeira raiz toracica. Estas confluem para a formacao
de trés troncos principais, assim denominados troncos superior, médio e inferior. Quando
hé contribuigdo da quarta raiz cervical (C4), o plexo é dito pré-fixado, e quando ocorre
contribuicdo da segunda raiz toracica é dito pos-fixado. Depois, cada um destes troncos se
bifurca em estruturas chamadas divisoes anterior e posterior. As divisoes posteriores dos trés
troncos unem-se formando o cordao posterior, que possui dois ramos terminais principais, os
nervos axilar e radial. O ponto onde a quinta raiz cervical (C5) se une a sexta raiz cervical
(C6) é conhecido como ponto de Erb. As divisoes anteriores do tronco superior e médio se

unem formando o cordao lateral, que emitira o nervo musculocutaneo, e sua contribui¢ao para
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Figura 1.6 — Desenho esquematico de raizes nervosas espinhais
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Fonte: Leinberry e Wehbé (2004)

o nervo mediano (GREGORY et al., 2009a; SIQUEIRA; MARTINS, 2011; SHIN; SPINNER,
2005; RANKINE, 2004). A divisao anterior do tronco inferior se continua como cordao medial,

emite uma contribui¢ao para o nervo mediano, e se continua como nervo ulnar (Figura 1.7).

O plexo braquial humano tem duas porgoes em relagao a clavicula, a por¢ao supracla-
vicular e outra infraclavicular na qual seus componentes guardam intima relacdo com vasos

sanguineos: artérias cervical transversa, supraescapular, subclavia e axilar). (SHIN; SPIN-
NER, 2005; LEINBERRY; WEHBé, 2004).

De acordo com o desenvolvimento embriolégico a inervacao sensitiva da raiz mais
alta do plexo braquial (C5) inerva a porgao proximal lateral do braco, e a ltima a porgao
medial proximal do brago, como demonstrado de forma esquematica (Figura 1.8). A inervacao

motora (Figura 1.9) do membro superior se d4 com o musculos mais proximais sendo supridos
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Figura 1.7 — Desenho esquematico do plexo braquial humano
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pelas raizes mais altas, e os intrinsecos da mao pelas raizes mais baixas do plexo braquial.
Com este conhecimento é possivel inferir e interpretar o déficit esperado em caso de lesoes,
ou pelo déficit inferir as raizes possivelmente acometidas com certo grau de precisao. Porque
certo grau de precisao, porque podem ocorrer lesdo mistas associadas, isto é, acometendo
raizes, troncos e divisoes, ou mesmo nervos terminais do plexo dificultando a precisao do
exame clinico. Nestes casos, exames complementares como a eletroneuromiografia ajudam na

precisao diagndstica.

De forma sintética, poderiamos dizer que lesdes de raizes mais altas do plexo bra-
quial (tronco superior) estariam mais relacionadas a déficits de movimentos dos musculos
da cintura escapular e brago. Isto é, dos musculos relacionados ao ombro (deltdide, supra e
infraespinhoso, redondos) e do brago (acima do cotovelo, como o biceps braquial e o braquial,
por exemplo). E as lesoes das raizes mais baixas (tronco inferior) com déficits motores mais
distais, ao nivel de antebrago e mao, como por exemplo os flexores do carpo e dos dedos, e

interdsseos. Nas lesoes mistas, com componentes de ambos os niveis ou de todos, logicamente,
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Figura 1.8 — Inervagao sensitiva do membro superior
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levard a quadros mistos de maior comprometimento. Esta informacao pode ser relevante na

analise de resultados do modelo ora apresentado.

1.3 Mecanismo de lesao

Os nervos periféricos e o plexo braquial podem ser acometidos por diversos tipos de le-

soes, como tumorais, inflamatorias ou traumaticas. As lesdes traumaticas podem ser abertas

decorrentes de arma branca e arma de fogo, ou fechadas decorrentes de fraturas de clavicula

e umero, por exemplo, ocasionadas por compressdao/isquemia, térmica ou elétrica, por in-

jecdo inadvertida de substéncias diretamente no nervo e por tragao/estiramento(SPINNER

et al., 2008). A lesao do nervo periférico possui uma classificagdo aceita mundialmente em

trés niveis de gravidade crescente de lesao (SEDDON, 1943), sendo elas neuropraxia (lesdo
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Figura 1.9 — Inervagao motora do membro superior
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Flexor digitorum profundus
Intrinsic muscles of the hand

Musculocutaneous (C5, C6)

Radial ((5-C8)

Median (C6-T1)

Ulnar (C8-T1)

Abducts arm

Rotates arm laterally; abduction (upper fibers); adduction
{lower fibers)

Flexes and adducts arm

Flexes arm and forearm

Supinates hand

Flexes forearm

Extends and adducts arm

Extends forearm

Extends forearm

Flexes forearm

Extends and abducts hand

Extends fingers

Extends and adducts hand

Supinates forearm

Abducts and extends thumb

Pronates and flexes the forearm

Flexes and abducts hand at wrist

Flexes hand at wrist

Flexes hand, 1st and 2nd phalanges

Flexes hand and phalanges

Pronates forearm

Flexes and adducts hand at wrist

Flexes all phalanges and hand at wrist

Flex, extend, and abduct phalanges

Fonte: Bollini e Wikinski (2006)

grau 1), axonotmese (lesdo grau 2) e neurotmese (lesdo grau 3). Desta forma, na lesao de
primeiro grau - neuropraxia - hd um bloqueio funcional (bloqueio de transmissao do sinal
elétrico) com estrutura preservada, nas lesdes de segundo grau - axonotmese - ha lesdo da
fibra nervosa mas com preservagao da camada mais externa, ou seja o epineuro. E no terceiro
grau - neurotmese - total ruptura da fibra nervosa com seus constituintes de revestimento (do
endoneuro ao epineuro). Posteriormente, foram acrescentadas outros dois graus de gravidade
(dentro da axonotmese) por Sunderland (1951), sendo aceito até os dias de hoje (CAMP-
BELL, 2008)(Figura 1.10). Isto ¢, na classificagdo de Suderland seria neuropraxia (lesao grau

1), axonotmese (lesdes graus 2, 3 e 4) e neurotmese (lesdo grau 5).

As lesoes traumaticas do plexo braquial sao as lesoes de nervos periféricos com maior
prevaléncia dentre todos os tipos, e ocorrem geralmente em pacientes jovens, em idade eco-
nomicamente ativa. Causam incapacidade grave com perda parcial ou total do movimento
do membro superior. Tais lesoes estao cada vez mais associados a acidentes de transito, es-
pecialmente com motocicleta (SLUIS et al., 1995; NOBLE et al., 1998; ROBINSON, 2000;
MORAN et al., 2005; FLORES, 2006; MANNAN; CARLSTEDT, 2006; CAMPBELL, 2008;
GREGORY et al., 2009b; FAGLIONI et al., 2014). Sendo assim, o mecanismo de trauma

mais comum que leva a lesao do plexo braquial ¢ a tracao do membro superior apds queda de
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Figura 1.10 — Classificagao lesoes de nervos periféricos segundo Sunderland

R T s S S~ —— LPINGUTIM
A == - et . PEFIMELILIM
_,_,5 L ____Endoneurium
e AXON With
Conmplex
sheath

Fonte: Campbell (2008)

motocicleta com consequente estiramento e/ou avulsao de raizes nervosas do plexo braquial,
com lesao total ou parcial de seus componentes. Devido as caracteristicas anatomicas do
plexo braquial e seu trajeto dentro de grupos musculares é necessaria grande energia cinética

para ocasionar a lesdo do mesmo por estiramento com ou sem avulsao das raizes nervosas
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(COLLI, 1983; SPINNER et al., 2008; GIUFFRE et al., 2010; SIQUEIRA; MARTINS, 2011).

Podemos classificar as lesoes de plexo de varias formas, mas utilizaremos a classificacao

de Leffert (Figura 1.11) para ilustrar melhor o tema que serd objeto deste estudo.

Figura 1.11 — Classificacao das lesoes de plexo braquial de Leffert

Leffert classification of brachial plexus injuries

| Open
Il Closed lla

lib
llc
Il Radiotherapy induced
IV Obstetric IVa
Vb
Ve

Supraclavicular

Preganglionic — nerve root avulsion
Paostganglionic — traction injuries
Infraclavicular

Combined

Upper root (Erb’s palsy)
Lower root (Klumpke's palsy)
Mixed

Fonte: Gregory et al. (2009a)

As lesoes traumaéticas fechadas (Classificacao de Leffert - item II) sdo o objeto deste

estudo, isto é, as consideragdes a seguir nao se referirao as lesoes abertas, induzidas por

radioterapia ou lesoes obstétricas. Em resumo, este estudo se propoe a desenvolver um modelo

animal experimental, com utilizacao de camundongos, que simule a lesao de plexo braquial

do adulto por estiramento/tragao de forma incruenta (nao cirtargica).

As lesoes sobre as estruturas do plexo sao exemplificadas na (Figura 1.12). Na letra A

mostra-se a estrutura normal, com a medula dentro do canal medular num corte transversal,

raizes anterior e posterior, com presenca do ganglio dorsal na raiz posterior, e emergéncia do

nervo pelo forame de conjugagdo. Na letra B mostra-se uma lesao pré-ganglionar (avulsao de

raizes nervosas anterior e posterior), na letra C o estiramento da raiz distal ao gdnglio, e por

fim na letra D a ruptura da mesma.
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Figura 1.12 — Classificagdo das lesdes por tragao dos elementos do plexo

=

Dorsal root
ganglion

1

D A : .' Rupture
Fonte: Moran et al. (2005)

1.4 Modelos animais

Modelos animais sao utilizados em pesquisas pré-clinicas em satide com o objetivo de
compreender mecanismos fisiopatologicos de agravos a saiide e consequentemente permitir o
avango do conhecimento e descoberta de novas terapéuticas. Para tal finalidade os modelos
animais devem apresentar caracteristicas comuns a doenca e aspectos que simulem a condicao
clinica estudada em sua fisiopatologia e forma de ocorréncia; além de serem passiveis de re-
produtibilidade. Desta forma, quanto mais caracteristicas similares a doenga estudada maior
a chance dos resultados das pesquisas realizadas serem translacionados a pesquisa clinica de
forma efetiva (JAGGI et al., 2011a; BARRETT, 2015). Em estudos de dor neuropética e de
regeneracao neural de nervos periféricos predomina o uso de roedores, sendo os nervos da
pata traseira mais usados (Figuras 1.13, 1.14, 1.15 e 1.16) (JAGGI et al., 2011a; ANGIUS et
al., 2012).

Nos ratos e camundongos o plexo se dispoe totalmente infraclavicular, diferentemente

do ser humano, mas guarda semelhancgas com o plexo braquial humano. Tais como, o niimero
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Figura 1.13 — Uso de animais no estudo da dor neuropéatica por lesao de nervo periférico

5. no.  Mame of model Principle of injury S pecies Reference(s)
1 Axotomy (complete sciatic nerve transection)  Comgplete transection of sdatic nerve R,;m_ 9,12-14
2 Chronic constriction injury Four loose ligatures around sdatic nerve Rats, mice 17-20
3 Partial sciatic nerve figation (Seltrer Model) Tight ligation of one<thid to half of sciatic nenve Rats, mice 28,29,32
4 Spinal nerve ligation (i Tight ligation of L5, L6 spinal nerves Rats, 36,37
(iiy tight ligation of L7 spinal nerne Macaca 44
fasaadars
5 Spared nerve injury Axotomy of tibial and common peroneal nerves Rats, mice 45,46,50
B Tibial and sural nerve transection Axotomy of tibial and sural nerves Rats 53,54
7 Ligation of common peroneal nenve Ligation of commaon peroneal nerva Mice LYy
B Sciatic cryoneurolysis Freezing of the sdatic nemne Rats 58,59
9 Caudal trunk resection Resection of caudal trunk Rats, mice 63,64,67
10 Sclatic inflammatory neuritis Injection of zymosan, HMG, TNF-alpha around Rats, mice 70-73
sciatic nerve
1 Cuffing-induced sciatic nerve injury implantation of palyethylene cuff around sciatic Rats, mice 78,80,81
nerve
12 Photochemical-induced sciatic nerve injury Thrombosis in small vessels supplying sciatic nemnve by Rats, mice 85,87
photosensitizing dye and laser
13 Laser-induced sciatic nerve injury Radiation mediated redudion in blood supply to sciatic nerve  JRats a9
14 ‘Weight drop or contusive spinal cord injury Dropping a weight ower the exposed spinal cond Rats, mice 98-100
15 Excitotoxic spinal cord injury Intraspinal injections of excitatory amine adds Rats, mice 107,110
16 Photochemical spinal cord injury Thrombosis in blood vessek supplying the spinal cord Rats 112
by photcsensitizing dye and laser
17 Spinal hemisedion Laminectomy of T11<T12 segments. Rats 92,116
18 Drugs-induced
{a) Anti-cancer agents {vincristine, cisplatin, Direct injury of drugs to the nemves of peripheral Rats, mice, 131,135,143,
oxaliplatin, paclitaxel) nenvoLus system guinea pigs 158,165,168,176
b} Anti-HN agents (2, 3-dideowycytidine, Rabbits, rats | 188,189,191
didanosine)
19 [a betes-induced neuropathy Persistent hyperghycemia<induced changes in Rats, mice 194,199,200,201,
{a) Streptozotocindnduced the nenves —204.212,216,219
b} Genetic models

Fonte: Jaggi et al. (2011a)

Nota: Atentar para o predominio do uso de roedores.

de raizes, troncos, cordoes e ramos dos nervos formados, que podem ser comparados aos dos
seres humanos. O que explica sua utilizagdo por varios pesquisadores, além da velocidade de
regeneracgao e menor tempo de observagao necessarios (BERTELLI et al., 1992). Os roedores,
camundongos e principalmente ratos, sdo animais de laboratério largamente utilizados como
modelos animais para o estudo de lesoes de plexo braquial devido a similaridade da anatomia
do plexo braquial destes roedores com o dos seres humanos; além da facilidade de manejo,
ampla variedade de testes comportamentais e compreensao da fisiopatologia de regeneracao
do sistema nervoso periférico destes animais advindas de outros estudos de lesao de nervos
periféricos, notadamente lesdo de nervo cidtico e facial (BERTELLI; MIRA, 1993; MARTINI,
2000; PLEXUS et al., 2007; MAZZER et al., 2008; JAGGI et al., 2011b; BARRETT, 2015).
A maioria dos modelos animais para estudo de lesdo de plexo braquial descritos envolvem

um procedimento cirurgico para que a lesao seja realizada através de garroteamento por fio,
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Figura 1.14 — Uso de animais no estudo da dor neuropatica por lesao de nervo periférico

continuacao

20 Bone ancer pain model

{a) Fernur, calcaneus, tibial, humerus bone Incculation of cancerocus celk into respective bones Rats, mice 230,231,244, 246

cancer pain
k) Neuropathic cancer pain Growing a tumor in vicinity of scatic nerve Mice 232,237
o Skin cancer pain injection of melancma celks in plantar region Mice 250
of hind paw
21 HV-induced neuropathy Delivery of HV-1 protein gp1.20 to sciatic nerwe Rats 254 255
22 Post-hermpetic neuralgia
{a) Varicella Zoster virus Injection of viral infected cells in the footpad Rats, mice 261,262,265,266
{b) Herpes simplex virus Depletion of capsaicin-sensitive
{c) Moniral modal Afferents with resiniferotoxin Rats 267, 268
23 Chronic ethanal consumpticnwithdrawal Administration of ethanol over extended period Rats 269,270
{around 70 days)
24 Pyridoxine-induced Administration of high dose pyridoxine for long Dogs, rats 279,284
period
25 Trigerinal Meuralgia Compression of trigeminal ganglion Rats 288 289]
chronic constricion injury to infra-orbital nemwve Rats 291
26 Onofacial pain Injection of formalin, carmganan into Rats, mice 294 297
temponmemandibular joints and maxilla

27 Acrylamide-induced Administration of acrdamide for prolonged period Rats 302,303

Fonte: Jaggi et al. (2011a)

Nota: Atentar para o predominio do uso de roedores.

Figura 1.15 — Uso de animais no estudo de materiais para regeneracao de nervos periféricos

Animal models: an overview.

Species Rat Mouse Rabbit Dog Cat Sheep Monkey Pig Total

Mumber of 308 31 3 17 14 4 10 | 416
artdes

Fonte: Angius et al. (2012)

pincamento ou avulsao direta dos componentes do plexo, ou abertura do canal medular por via
posterior e seccao das raizes espinhais. Em um dos modelos a lesao neural é realizada através
de pincamento dos componentes do tronco inferior por um determinado tempo utilizando
pinga cirurgica. Em outro modelo ¢é realizado o pingamento da mesma forma, seguido por
tragao do plexo braquial até provocar avulsao das raizes nervosas, em outro a pinga ¢é girada
360 graus; por tltimo, outro modelo realiza a ligadura com um fio de nailon dos componentes
do plexo braquial que se deseja conseguir a lesao (CARLSTEDT et al., 1993; BERTELLI;
MIRA, 1993; BERTELLI et al., 1995; RODRIGUES-FILHO et al., 2003; BONTIOTTI et al.,
2003; PLEXUS et al., 2007; WANG et al., 2008a). Nestas cirurgias a pele é aberta, os musculos
dissecados até identificacao do plexo braquial e este também dissecado para identificagao de

seus componentes, em seguida o plexo braquial ¢ lesionado. Desta forma, estes modelos nao
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Figura 1.16 — Uso de animais no estudo de materiais para regeneracao de nervos periféricos

Meres used.
Merve Rat Mouse Rabbit Dog Cat Sheep Monkey Pig Total
SCiatic 266 29 G | 6 308
Peroneal 16 b & 30
Tibial 15 2 3 2 22
Fadal G 9 | & 1 | 22
Median 4 3 6 13
Radial 1 2 3 G
Ulnar 1 it 5
Abieolar 1 3 1 5
Cavernous 3 3
Saphenous 2 2
Sural 1 1
Optc 1 1
Fhrenic 1 1
Hy pogastric 2 2
Laringeal 1 1
Lingual 1 1
Femaoral 1 1

Fonte: Angius et al. (2012)

reproduzem o mecanismo de trauma que causa a lesao neural do plexo mais comum. Um
modelo incruento, sem necessidade de cirurgia, foi descrito na década passada por Spinner
et al. (2000). Neste modelo os ratos foram colocados em um cilindro e a pata dianteira
ficava pendente através de um orificio, em seguida esta era tracionada por um peso. No
entanto, varios animais sofreram fraturas nas patas além da lesdo do plexo braquial. Além
disso, os animais foram submetidos a eutanasia logo apds o experimento, nao sendo possivel
avaliar o efeito da lesao do plexo braquial ao longo do tempo, isto é, nao foram feitos testes
comportamentais (SPINNER et al., 2000).
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2 Objetivos

Este trabalho possui um objetivo geral que seria:

e Desenvolver um modelo de lesdo por estiramento do plexo braquial através da tracao

da pata dianteira do camundongo (mus musculus).
Também tem dois objetivos especificos:

e Experimento 1: Desenvolver um dispositivo eletromecanico capaz de reproduzir uma

lesao de plexo braquial em camundongos (mus musculus);

e Experimento 2: Caraterizar comportamentalmente a lesdo do plexo braquial produzida

pelo dispositivo desenvolvido.
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3 Materiais e Métodos

Esta dissertacao de mestrado foi formatada com o editor de texto de codigo fonte
aberto Latex chamado “Tex maker”, utilizando o pacote ABNTEX2, portanto segue as nor-
mas da Associagao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) para documentos técnicos e

cientificos brasileiros, inclusive para as suas referéncias bibliograficas.

Os camundongos utilizados neste experimento permaneceram em condigoes de livre
disponibilidade de dgua e alimento, submetidos a um ciclo de 12 horas de luz, no biotério
do Centro de Pesquisas em Macaiba (CPM), do Instituto Internacional de Neurociéncias
Edmond & Lily Safra-Instituto Santos Dumont (IIN-ELS/ISD).

Todos os procedimentos seguiram a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DCBA), editado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inova-
¢ao (MCTI) e aqueles procedimentos com potencial de gerar dor ou lesdo nos animais foram

acompanhados pela veterinaria responsavel pelo biotério e cuidados dos animais.

Foram realizados dois experimentos:

e Experimento 1: Desenvolvimento do dispositivo de lesao de plexo braquial em camun-

dongos (mus musculus)

e Experimento 2: Caracterizacao comportamental da lesdo do plexo braquial em camun-

dongos (mus musculus)

3.1 Experimento 1: Desenvolvimento do dispositivo de lesao do plexo

braquial em roedores

O Experimento 1 utilizou animais que ja seriam submetidos a eutanasia por defini¢ao
prévia da veterinaria do biotério de roedores do IIN-ELS/ISD. Na tabela (Tabela 3.1), TO
corresponde ao momento inicial ou zero, isto é, nao foi decorrido prazo algum do momento

referéncia.

Tabela 3.1 — Linha do tempo (experimento 1)

Tracao da pata Eutanasia Anélise anatomica
TO TO TO
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3.1.1 Animais

Foram utilizados doze animais, camundongos (mus musculus), fémeas (matrizes), va-
riando o peso entre 24g a 26g e idade acima de doze meses. Selecionadas dentre matrizes com

mais de um ano de vida, e que ja nao estavam sendo utilizadas para reproducao da colonia.

3.1.2 Procedimento de teste (tracdo da pata)

Os camundongos receberam anestesia inalatéria com isoflurano a 2%, em seguida
foram colocados em uma plataforma fixa com a pata dianteira estendida a noventa graus
(90°) e atada a uma plataforma mével (Figura 3.1). Em seguida o dispositivo era acionado
e o mesmo tracionava a pata dianteira do animal com uma velocidade e tempo de funci-
onamento pré-determinados. Imediatamente apds a tracao da pata dianteira do animal, o
mesmo era submetido a eutanasia através de uma dose crescente de isoflurano inalatorio e
injecdo intraperitoneal de quetamina. Em seguida, era realizada uma afericdo macroscépica
de possiveis injurias ou lesoes na pata: lesoes de pele, lesoes vasculares (hematomas), articu-
lares ou musculares, para se aferir a seguranca do dispositivo em nao provocar lesdes na pata
do animal, além da lesao do plexo braquial desejada. Caso nao houvesse lesdes externas na
pata dianteira do animal, o mesmo era submetido a dissec¢cdo anatomica do plexo braquial,
com auxilio de microscépio cirirgico, prosseguindo-se a individualizagao dos troncos superior,
médio e inferior até sua origem aparente na coluna vertebral, desta forma, identificando-se
a presenca ou nao de lesao anatdémica, ou fibrose visivel a macroscopia do plexo braquial,
assim como, confirmacao de auséncia de lesdes em outras estruturas: vasculares, articulares,

6sseas (fraturas, por exemplo) ou musculares (rupturas, por exemplo).

3.1.3 Protoétipos

Foi idealizado o primeiro protétipo com uma plataforma (plataforma 1) mais alta com
anteparo lateral, sobre a qual permaneceria o animal anestesiado em dectibito dorsal. E outra
(plataforma 2), que possuia uma fenda central que permitia o deslocamento de uma terceira
e pequena plataforma movel, sobre a qual era fixada a pata dianteira do animal. Duas guias
metalicas paralelas abaixo da plataforma garantiam o deslocamento desta plataforma movel
(Figuras 3.1, 3.2 e 3.3). Este protétipo consistiu de um dispositivo eletromecénico com os
seguintes componentes basicos: fonte de energia, motor elétrico, plataforma fixa, plataforma
movel (permitia mudar angulgao de tragao), sistema de angulacao entre a plataforma fixa e

movel e circuito elétrico de controle.

Quatro motores elétricos de corrente continua sem redutor de diferentes poténcias

foram testados, nao se conseguindo obter uma forca ideal; também foram, testadas diversas
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Figura 3.1 — Zoom da vista superior do protétipo 01

Esta parte fica sob
plataforma que estap
animal, pérpendiculaf

Fonte: Autor

Figura 3.2 — Vista em perspectiva do

Figura 3.3 — Vista lateral do protétipo 1

S __

Fonte:Produzido pelo autor

Fonte: Produzido pelo autor

fontes de energia. A forga motriz era transferida da polia do motor elétrico através de uma
correia dentada, com cerca de lcm de largura, a qual estava fixada uma haste acoplada a
plataforma movel. Foram testados seis animais com este modelo, mas nao foi obtida avulsao

do plexo em nenhum deles.

Duas configuragoes de circuitos elétricos de comando foram utilizados: circuito in-
tegrado L293R - que possui chaveamento para inversao da corrente elétrica - e um outro
circuito composto por dois relés, com tolerancia para até dez amperes cada, numa configu-

ragao chamada “ponte H”, com capacidade para suportar corrente de até 10 amperes.

O segundo protétipo, utilizou os mesmos componentes basicos, mas foram realizadas

adaptagoes com base nos resultados obtidos com o primeiro prototipo.

A plataforma fixa passou a integrar fisicamente o dispositivo nao mais permitindo
angulagoes de tracao diferentes; desta forma, os testes realizados com este dispositivo sempre
tiveram uma angulacao de 90° entre o corpo e a pata do animal; além disso, o que seria a
pequena plataforma no protétipo anterior de fixacdo da pata do animal foi redesenhada e

passou a ser uma haste cilindrica. Nesta plataforma o animal é posicionado em dectibito dorsal
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e tem um anteparo colocado a sua direita. Este possui um orificio pelo qual é transpassada
a pata dianteira direita do animal, logo apds existe uma haste cilindrica peca integrante da
plataforma mével e fixada a mesma com fita adesiva (esparadrapo): (Figuras 3.4, 3.5 e 3.6).
Foi fabricada uma fonte de tensao regulavel (até 25V), protegida por fusivel para correntes
até 10 amperes, e com potenciometro que permite incremento a cada 0,1V. O dispositivo final
se constitui em uma caixa de acrilico, com uma fonte regulavel de 12V, um motor de corrente
continua 12V, uma correia dentada, duas polias, uma plataforma fixa, um “carrinho” que se
desloca sobre guias metalicas acoplado & correia, um microcontrolador Arduino Uno®, uma

placa de circuito com dois relés.

Figura 3.5 — Visao ampliada da pata ainda

Figura 3.4 — Colocacao da pata atra- nao fixada
vés do orificio na plata-
forma no dispositivo

Fonte: Autor

Fonte: Autor

3.1.4 Sistema de controle e forca motriz

O sistema de controle utilizado é composto por um circuito com relé e uma placa
Arduino, versio Uno® (Figura 3.7). Basicamente a estrutura consiste numa placa com micro-
processador de 8 bits Atmel AVR reduced intruction set computer (RISC) (microcontrolador
programado AT mega 8U2 como um conversor USB-para-serial). As placas tem 14 pinos
digitais, que podem funcionar como entrada ou saida e seis entradas analégicas. Por fim, o
Arduino se conecta a um computador via USB 2.0 (EVANS et al., 2013). Um sistema de
seguranga, com um componente mecanico e outro elétrico, foi adicionado com objetivo de
evitar lesoes externas nas patas dos animais. Tal sistema se baseia em um bloqueio mecanico
do deslocamento da plataforma mével. O componente eletronico, é um sensor (preto com

pequeno botao vermelho retrétil) que desliga a corrente elétrica que alimenta o motor e faria
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Figura 3.6 — Pata posicionada e fixada

Fonte: Autor

movimentar a plataforma mével, impedindo o tracionamento excessivo da pata do animal,
além de evitar manter o motor em funcionamento mesmo apés a plataforma esbarrar no

anteparo (previne danos ao motor) (Figura 3.7).
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Figura 3.7 — Vista Arduino Uno®

Fonte:Autor
Figura 3.8 — Linha do tempo experimento 2
Teste 2 Teste Teste de Teste Testede | Eutanasia s
Tracdo . . Analise
campo i campo preensdo campo preensdo e morfoléeica
aberto pa aberto da pata aberto da pata perfusdo g
-01 sem TO + 01 sem + 02 sem + 02 sem + 02 sem

—

3.2 Experimento 2: Caracterizacao comportamental e morfolégica da

lesdo de plexo braquial em camundongos

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Associagao Alberto Santos Dumont para Apoio a Pesquisa (AASDAP), sob parecer niimero
01/2015.

Um desenho esquematico dos procedimentos e testes realizados nestes animais (Figura
3.8).
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3.2.1 Animais

Foram utilizados dezoito camundongos (mus musculus), fémeas, com peso de aproxi-
madamente 24g (Figura 3.9), e comprimento entre 8cm e 10cm, alojados no biotério Centro
de Pesquisas em Macaiba (CPM), do Instituto Internacional de Neurociéncias Edmond &
Lily Safra-Instituto Santos Dumont (IIN-ELS/ISD). (Tabela 3.2 e Tabela 3.3)

Tabela 3.2 — Estatistica descritiva do peso dos animais 1

Peso Frequéncia Percentual Percentual cumulativo

22 1 5,6 5,6
23 3 16,7 22,2
23,5 4 22,2 44,4
24 4 22,2 66,7
24.5 2 11,1 77,8
25,5 1 5,6 83,3
26 1 5,6 88,9
26,5 1 5,6 94,4
28 1 5,6 100
Total 18 100 100

Tabela 3.3 — Estatistica descritiva do peso dos animais 2

Numero de Animais 18
Média 24,22
Mediana 24
Desvio Padrao 1,46
Variancia 2,13
Curtose 1.5

Erro padrao da curtose 1,04

3.2.2 Tracdo da pata dianteira

Os camundongos receberam anestesia inalatéria com isoflurano a 2%, em seguida
foram colocados em decubito dorsal sobre plataforma fixa com a pata dianteira estendida
a 90° e atada com uso de fita adesiva a haste cilindrica parte integrante de plataforma
mével (Figura 3.11). Em seguida o dispositivo era acionado e o mesmo tracionava a pata
dianteira do animal com uma velocidade e tempo de funcionamento pré-determinados (Figura
3.12). Quando o animal estava posicionado e pronto para ser submetido a tra¢do da pata,
utilizava-se um comando (c6digo) computacional previamente determinado para iniciar o
movimento da plataforma maével. A pata do animal estava fixada a esta plataforma madvel
e era deslocada juntamente. O deslocamento da plataforma era limitado a uma distancia

de 1,7cm por uma barreira fisica (Figura 3.10). Nesta barreira fisica encontra-se um botao
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Figura 3.9 — Grafico peso dos animais
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Fonte: Autor

(no caso vermelho em base preta), nesse momento acionado, que informa eletronicamente ao
sistema de controle Arduino, desligando a corrente elétrica de alimentagao do motor. Desta
forma, evita-se o deslocamento excessivo da pata, lesdes articulares, musculares, de pele ou
possivel amputagao acidental do membro. O tempo ao qual a pata é submetido a agao da
forga é estimado em aproximadamente 25 milissegundos. Todos os animais tiveram a pata

dianteira direita submetida a tracao.

Apés o término do procedimento, esperou-se a recuperacao do animal da anestesia
a qual foi submetido, em seguida o mesmo era avaliado pelo pesquisador e pela veterinéria
com o intuito de identificar e quantificar possiveis lesdes cutédneas e/ou articulares. Nao
havendo intercorréncias ou complicagoes os animais retornavam ao biotério. Todos os animais
receberam analgesia com tramadol via oral conforme o peso (dose média 0,04 mcL) no dia

do procedimento e nos trés dias seguintes.
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Figura 3.10 — Barreira fisica com botao

Fonte: Autor

Destes dezoito animais, nove foram submetidos a for¢a do dispositivo, sob uma tensao

elétrica de 14V (grupo A), e os outros nove a 12V (grupo B).

3.2.3 Testes comportamentais
3.2.3.1 Teste de campo aberto

Todos os animais foram submetidos ao teste de campo aberto (“Open Field Test”),
com duragdo de vinte minutos em cada uma das sessoes, sendo realizadas uma semana antes
do procedimento de tragdo da pata dianteira (uma sessao didria em dois dias seguidos), outras
duas sessoes (uma sessao didria em dois dias seguidos) na primeira semana apds tragao e na
segunda semana (uma sessao didria em dois dias seguidos). O campo aberto utilizado foi
circular com didmetro de 55cm, e altura da parede lateral de 15cm (Figura 3.13 e 3.14).
Este deslocamento foi filmado a uma taxa de 80 quadros por segundo (fps) por uma camera
disposta superiormente através de sistema CinePlex® Behavioral Research System (Plexon®)
sob iluminagao vermelha de LED e sem observadores na sala de experimentacao. Foi realizado
o rastreamento (“tracking”) do deslocamento de cada animal nos trés momentos realizados
(uma semana antes da tragdo, uma e duas semanas apds tracao da pata), cada momento
com duas sessoes (sendo uma sessao didria em dois dias seguidos). Os testes foram realizados

sempre no periodo compreendido entre 8h e 17h, respeitando sempre o turno do teste anterior.
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Figura 3.11 — Posi¢ao inicial

Fonte: Autor
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Figura 3.12 — Posicao final

Fonte: Autor
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Figura 3.13 — Sala de teste de campo
aberto Figura 3.14 — Campo aberto redondo

Fonte: Autor
Fonte: Autor

Nota: Ao fundo sistema da Plexon, modelo
Omniplex. Circulo vermelho cdmera e Nota: Campo aberto redondo.

estrela verde campo aberto redondo.

3.2.3.2 Teste de preensdo da pata dianteira

O teste de preensao foi feito com o animal sobre uma grade de 5cm de largura com
16cm de comprimento. O animal era gentilmente erguido pela cauda nesta plataforma gra-
deada, permitindo-o se agarrar a grade utilizando apenas as patas dianteiras. Cada sessao
durou cerca de dois minutos e este comportamento foi filmado, a uma taxa de 80 quadros
por segundo (“frames per second”-fps) por uma camera disposta lateralmente e acoplada
ao sistema CinePlex® Behavioral Research System (Plexon®). Foi avaliada a presenca de
preensao das patas dianteiras e sua mobilidade (Figura 3.17). Durante o teste foi observado
se o animal apresentava limitacao a preensao da pata dianteria direita a grade, dificuldade
para se apoiar na mesma, ou tendia a escorregar a pata no espaco entre as grades. Sendo
graduado da seguinte forma: pata escorrega na grade recebia escore 0, se apoia escore 1, se

preende deficiente escore 2, se preende a pata na grade adequadamente escore 3.

3.2.4 Avaliacdo morfoldgica

Ao final dos procedimentos experimentais comportamentais, ou seja, apés 14 dias da

intervencao, os animais foram anestesiados profundamente com isoflurano a 2% e perfundidos
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Figura 3.15 — Teste de campo aberto Figura 3.16 — Rastreamento no campo aberto

redondo

Fonte: Autor Fonte: Autor

com solucao de paraformaldeido a 4%. Apds a perfusao foi realizada uma disseccao da pata
dianteira do animal com o objetivo de identificar possiveis lesoes vasculares, musculares,
articulares ou dsseas, ambos os plexos braquiais foram removidos e mantidos em uma solucao
de sacarose a 30% sob uma temperatura de 4°C por um minimo de 48 horas. Em seguida,
os plexos braquiais foram congelados em meio de inclusdao Tissue-Tek ® dentro de moldes
plasticos sob uma temperatura de -20°C. O material foi mantido em freezer -80°C até o seu
processamento. Os plexos braquiais foram cortados em seccoes de 30um de espessura em
sentido longitudinal e transversal, em um criostato. As sec¢oes foram recolhidas em PBS em
pogos que comportam um volume de 2 mL, e submetidas a coloragao histolégica (hematoxilina

de Harris para ver tecido fibrociatricial e Fast Blue para visualizar mielina).

3.2.5 Analise estatistica

Como os animais foram utilizados como controles deles mesmos, foi utilizado o teste
ANOVA a um critério para medidas repetidas para andlise dos dados estatisticos, conside-

rando uma distribui¢cao normal dos valores dos testes comportamentais.

Os dados obtidos da filmagem com rastreamento (“tracking”), no teste de campo
aberto, foram convertidos em arquivo com extensdo txt. Depois foi realizada a conversao

para um arquivo extensio mat, no programa MatLab® 2013, e com base nestes dados calcu-
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Figura 3.17 — Teste animal sobre duas patas dianteiras

Fonte: Autor

lada a distancia percorrida em metros em cada ensaio. Foi considerado uma sessao o conjunto
de dois ensaios. Foram geradas médias para cada animal do primeiro com o segundo ensaio
(sessao pré-intervencgao), do terceiro com o quarto ensaio (sessdo da primeira semana
pés-intervengao), e do quinto com o sexto ensaio (sessdo da segunda semana pOs-
intervencgao). Com isto, foram obtidas trés médias para cada animal correspondentes a trés
momentos distintos. Analisando o grafico destas médias, foram observadas picos de veloci-
dade, incompativeis com a realidade e considerado ruido, por isto o cdédigo de analise limita
deslocamentos superiores a 0,4m em 1/80 fracdo de um segundo. Desta forma, foram mi-
nimizados os ruidos, ja que a ocorréncia destes picos poderiam levar a distorgoes (pois os
célculos utilizam derivada). Para a andlise estatistica foi utilizado o software da empresa
IBM®, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Estas trés médias foram lancadas
no SPSS-IBM® versao 20, e como dito, tratavam-se de mais de duas médias de mesmos
individuos em momentos distintos, foi utilizado Andlise de Varidncia a um critério, ou fa-

tor, para medidas repetidas (“Analisys Of Variance” - ANOVA) para anélise das distancias
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percorridas pelos animais no teste de campo aberto. Comparagoes subsequentes (post hoc)
foram realizadas a partir da diferenca significativa minima com corre¢do de Bonferroni. O
mesmo teste foi estatistico foi utilizado para avaliar diferenca de escore no teste de preensao
da pata, ja que eram os mesmos animais em medidas repetidas. Valores para p inferiores a

0,5 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 Resultados

Os resultados serdo divididos quanto aos experimentos 1 e 2.

4.1 Experimento 1

Foram realizados ensaios utilizando doze camundongos (como descrito na secao de
métodos), sendo seis animais com o protétipo 01, e outros seis com o prototipo 02. Logo apos
a eutandsia, era realizada dissec¢ao anatoémica com auxilio de microscépio e os achados foram
de avulsao de raizes inferiores do plexo braquial em cinco daqueles testados com o protétipo
02. Nao foram encontradas avulsoes de raizes do tronco superior com testes realizados em
dngulo de noventa graus (90°). Portanto foi desenvolvido um dispositivo capaz de produzir
a lesdo por estiramento agudo (sibito) do plexo braquial em camundongo (mus musculus).
O dispositivo se constitui em uma caixa de acrilico, com uma fonte regulavel de 12V, um
motor de corrente continua 12V, uma correia dentada, duas polias, uma plataforma fixa,
um “carrinho” que se desloca sobre guias metalicas acoplado a correia, um microcontrolador
Arduino Uno®, uma placa de circuito com dois relés (Figura 4.1). O sistema de controle
Arduino gera o comando eletronico que ativa a fonte de energia e o motor elétrico, este gira
o sistema de polias conectadas pela correia dentada deslocando a plataforma moével fixada
ao “carrinho” sobre as guias metdlicas. Desta forma, provocando o distanciamento entre a
posicao final e inicial da plataforma movel, na qual a pata dianteira do roedor esta atada,
com controle de tempo, velocidade de deslocamento, e distancia desejados (Figura 4.2 e 4.3).

Como o protétipo 2 funcionou foi utilizado no experimento 2.

Também foi calculado com o uso de uma mola de constante de elasticidade conhecida
a forca aplicada sobre a pata do animal, desta foi aplicada uma forca de 2,713932N, para

servir de pardmetro em experimentos futuros, conforme resultados obtidos.(Tabela 4.1)

Tabela 4.1 — Tabela Forca versus Tensao

2,455462 11 0,019 0,015 1267,361062
2,713932 12 0,021 0,015 1267,361062
2,84316 13 0,022 0,015 1267,361062
2,907784 14 0,0225 0,015 1267,361062
3,062866 15 0,0237 0,015 1267,361062

Fonte: Autor
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Figura 4.1 — Vista em Perspectiva do Dispositivo Final

Fonte: Autor

4.2 Experimento 2

Nao houve 6bitos, nem avulsao inadvertida da pata anterior direita dos camundongos.
Um animal teve lesao cutanea suturada com nailon 4.0, e recebeu antibiético por trés dias,

com boa cicatrizagao (animal B6).

4.2.1 Testes comportamentais
42.1.1 Teste do campo aberto

Foi analisada a distancia percorrida pelos camundongos no teste do campo aberto pré e
pds intervengao (tragdo da pata dianteira direita através do dispositivo eletromecénico). Para
a analise do teste de campo aberto foram utilizados os dados obtidos através do programa
Cineplex da Plexon®, convertidos em medida métrica utilizando o programa MatLab® 2013.

Especificamente, foi analisada a média das distancias percorridas, por cada animal, em cada



4.2. Experimento 2 37

Figura 4.3 — Protoétipo 2

Figura 4.2 — Desenho esquematico

Fonte: Produzido pelo autor

Fonte:Produzido pelo autor

secao nos estagios pré-intervengao, na primeira semana pés-intervencao e na segunda semana
pos-intervencao. Foi observado que entre os grupos submetidos a tracao utilizando diferentes
tensoes elétricas no dispositivo, denominados grupos A e B (Tabela 4.4) nas tabelas e gréficos,
nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, quanto as trés médias
avaliadas. Entretanto, diferenga ocorre entre a média pré-lesao e as médias pos-lesdo. Nao
houve diferenca com significancia estatistica entre as médias das distancias da primeira para
segunda semana de lesao. Entretanto, quando se consideram os dezoito animais como um
grupo unico e se compara as médias pré-intervencao, uma e duas semanas pos-intervencao,
verifica-se que houve diferenca com significancia estatistica das distancias percorridas, sendo
realizado ajuste de multiplas comparagoes pelo método de Bonferroni (Tabela 4.5 e 4.6). Os
testes estatisticos multivariados mais utilizados (Teste de Pillai, Lambda de Wilkis, “Hotelling
trace” e “Roy’s largest root”), e univariados comprovam a existéncia de diferencas entre os
trés momentos avaliados. Analisando a tabela de contrastes entre os sujeitos observa-se para a
distancia houve diferenga com signicncia estatistica (F=38,68, p=0,000) (Tabela 4.2). Como
é sabido, ao realizar o teste de esfericidade de Mauchly, se a coluna Sig. for menor que 0,05,
significa que a esfericidade foi violada. No caso (p =0,006), entao a esfericidade foi violada.
Na tabela de testes de efeito dentre os sujeitos, se a esfericidade nao foi violada, que é o caso,
devemos observar a linha de Greenhouse-Geisser (epslon menor que 0,75 para este teste), em
busca dos valor de Sig (no caso 0,000) (Tabela 4.3).

O poder estatistico foi de 1,0, que corresponde dizer que o tamanho da amostra e do

efeito foram suficientes para revelar diferencas existentes.
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Tabela 4.2 — Teste de contraste dentre os sujeitos

Descricao Distan- Soma df  Meédia F Sig  Quadra- Pardm. Poder
cia dos quadrados Quadré- do nao Obser-
Tipo III tica parcial  central do
Distéancia Linear 2746,51 1 2746,51 38,68 0,00 0,707 38,68 1
Quadratica 14921 1 1492,1 31,62 0,00 0,67 31,62 1
Distancia * Linear 13,96 1 13,96 0,198 0,66 0,12 0,19 0,07
Animal Quadratica 19,70 1 19,7 0,42 0,53 0,02 0,42 0,09
Erro (distancia) Linear 1136,14 16 71,0
Quadratica 754,94 16 47,2

Fonte: Autor.

Nota: Computado o poder observado usando alfa= 0,05

4.2.1.2 Teste de preensdo da pata dianteira

Nos testes de elevagao dos animais pela cauda sobre uma plataforma gradeada foram
observados alguns animais com dificuldade de preensao de dedos, outros com déficit a flexao
do cotovelo e outros com paralisia total do membro. Sendo piores os resultados na primeira

semana poés-lesao, com melhora parcial dos escores na segunda semana poés-lesao.

A anadlise dos videos, tanto da primeira semana pés-intervencao como da segunda, foi
observado que alguns animais utilizavam a pata dianteira direita mais para explorar ou talvez
sentissem dor ao tocar a grade com esta, pois logo em seguida retiravam. Todos na primeira
semana apresentaram déficit de preensao. Na segunda semana dois animais apresentaram
melhora da forga de preensdo (animais A8 e B2). Dois animais mantiveram paralisia total da
pata dianteira direita (animais A3 e B6). Os animais B9 e A9 apresentavam déficit de flexao

de cotovelo e o animal A7 apresentava contratura de dedos.

Foi realizada a andlise dos videos de preensdao da pata por dois investigadores, um
deles sendo uma veterinaria, utilizando o escore Foi utilizada um escore criado pelo autor
para avaliar o desempenho dos animais neste teste, e descrito previamente (Tabela 4.7). Caso
a pontuacao obtida fosse divergente, era solicitada uma avaliagdo de um terceiro investigador

independente.

Sao exemplificados com imagens evidenciando posturas anormais e dificuldade preen-

sao de dedos conforme a escala utilizada (Figuras 4.4, 4.5, 4.6 e 4.7).

Ao ser realizada andlise estatistica foi identificado haver diferenca com significancia
estatistica quando comparado os testes pds-intervencao e pré-intervencao , conforme tabela

(Ver Tabela 4.8). Nao houve diferenga entre os grupos A e B.
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Tabela 4.3 — Teste de efeito dentre os sujeitos

Descricao Soma df Média F Sig  Quadra- Pardm. Poder
dos quadrados Quadra- do nao Obser-
Tipo IIT tica parcial  central do
Distancia Esfericidade 4238,86 2 2119,30 35,86 0,00 0,69 71,72 1
assumida
Greenhouse- 4238,86 1,34  3160,15 35,86 0,00 0,69 48,10 1
Geisser
Huynh-Feldt 4238,86 1,61 280599 35,86 0,00 0,69 54,17 1
“Lower-bound” 4238,86 1 4238,60 35,86 0,00 0,69 35,86 1
Distancia * Esfericidade 33,66 2 16,82 0,28 0,75 0,02 0,57 0,09
Animal assumida
Greenhouse- 33,66 1,34 25,09 0,28 0,66 0,02 0,38 0,08
Geisser
Huynh-Feldt 33,66 1,51 22,28 0,28 0,69 0,02 0,43 0,08
“Lower-bound” 33,66 1 33,65 0,28 0,61 0,02 0,28 0,08
Erro (distancia) Esfericidade 1891,07 32 59,09
assumida
Greenhouse- 1891,07 21,46 88,12
Geisser
Huynh-Feldt 1891,07 24,17 78,24
“Lower-bound” 1891,07 16 118,2

Fonte: Autor.

Nota: Computado o poder observado usando alfa= 0,05

4.2.2 Analise morfolégica

A anélise anatdmica macroscopica nao foram identificadas lesbes musculares ou vas-

culares; assim como, nem fraturas de clavicula ou lesées em articulagoes (Figura 4.8 e 4.9).

Foram feitas colora¢des com hematoxilina e também com fast blue em secgoes longi-
tudinais e transversais, para avaliagao inicial de possiveis alteracoes de celularidade de tecido
conjuntivo e mielina (Figura 4.10, 4.11 e 4.12). O aumento de tecido conjuntivo ou fibro-
cicatricial de celularidade, decorrente de células inflamatérias nos nervos poderia ocorrer,

comprovando lesao. E, lesao neural poderia estar sugerida pela diminui¢ao de mielina.

Apenas dois animais apresentaram automutilacdo neste estudo (Ver Figuras 4.13 e
4.14). As automutilagdes sdo geralmente associadas a quadros algicos, e descritas em criangas
com paralisia braquial relacionada ao parto e em animais. Entretanto, alguns autores colocam
em duvida esta assertiva, pois se pode atribuir a sintomas sensitivos como parestesias, ou

mesmo por anestesia do membro, e se mutilarem por nao sentirem dor (ROSSITCH et al.,
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Tabela 4.4 — Descritivo por grupos A e B

Animais Média Desvio padrao N

Pré GrA 81,27 13,66 9

Gr B 88,97 17,11 9

Total 85,12 15,53 18

Pé6s uma semana Gr A 59,48 16,65 9
GrB 70,99 17,91 9

Total 65,24 17,79 18

Pés duas semanas Gr A 62,56 15,14 9
Gr B 72,75 19,85 9

Total 67,65 17,91 18

Fonte: Autor.

Nota: O intervalo de confianca de 95%

Tabela 4.5 — Descritivo sem discriminar grupos

Distéancia Média Erro padrdo Limite inferior —Limite superior
Pré 85,12 3,65 77,38 92,86
Pés uma semana 65,24 4,07 56,6 73,88
Pés duas semanas 67,65 4,16 58,83 76,47

Fonte: Autor.

Nota: O intervalo de confianca de 95%

1992; MCCANN et al., 2004).
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Tabela 4.6 — Comparacao pareada das distancias percorridas

I C diferenca 95% ®

(I) Distancia  (J)Distdncia Diferenga Média (I-J) Erro padrao Sig Lim inf Lim sup
Pre Pos 1 sem 19,885* 3,118 0,000 11,551 28,220
Pés 2 sem 17,469%* 2,81 0,000 9,96 24,97

Pés 1 sem Pré -19,885* 3,118 0,000 -28,220  -11,551
Pés 2 sem -2,416 1,445 0,342 -6,279 1,446

P6s 2 sem Pré -17,469% 2,809 0,000 24977 -9,961
Po6s 1 sem 2,416 1,445 0,342 -1,446 6,279

Fonte: Autor.
Nota: A diferenca média é significante ao nivel 0,05.

Anotagoes: * Significante.Utilizado método de ajuste de Bonferroni para comparagoes multiplas.

Figura 4.4 — Analise de video escore (

Escorrega pata pela grade

Fonte: Autor
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Figura 4.5 — Analise de video escore 1

) — —

Fy

Apoia pata na grade

Fonte: Autor

Tabela 4.7 — Classificacdo de desempenho no teste
de preensao da pata

Evento observado  Escore Descrigao

0 Escorrega a pata na grade
Preensao da pata 1 Apoia na grade

2 Preensao deficiente

3 Preensao preservada

Fonte: Autor.
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Figura 4.6 — Analise de video escore 2

Tabela 4.8 — Comparacao pareada da andalise dos videos

Preensédo deficiente

Fonte: Autor

I C diferenca 95%

(I) Preensdao  (J)Preensdo Diferenca Média (I-J) Erro padrao Sig Lim inf Lim sup
Pre Pos 1 sem 2,056* 0,189 0,000 1,553 2,558
Pés 2 sem 1,056% 0,262 0,000 0,361 1,750

Pés 1 sem Pré -2,056* 0,189 0,000 -2,558 -1,553
Pos 2 sem -1,000* 0,198 0,000 -1,526 -0,474

Pés 2 sem Pré -1,056* 0,262 0,003 -1,750 -0,361
Pés 1 sem 1,000* 0,198 0,000 0,474 1,526

Fonte: Autor.

Nota: A diferenga média é significante ao nivel 0,05.

Anotagoes: * Significante. Utilizado método de ajuste de Bonferroni para comparagoes miiltiplas.



44 Capitulo 4. Resultados

Figura 4.7 — Analise de video escore 3

Preensao preservada

Fonte: Autor
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Figura 4.8 — Plexo braquial dissecado bilateralmente

Fonte: Autor
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Figura 4.9 — Plexo braquial com medula de camundongo dissecado

Plexo braquial Dir Plexo braquial Esq

Fonte: Autor

Figura 4.10 — Seccao Transversa do plexo braquial 1

Coloragao hematoxilina. Corte transversal do plexo braquial do camundongo apés 02 semanas
da lesao por estiramento. Aumento 4x. Nesta coloragdo os ntucleos celulares sao corados em
roxo. Fonte:Autor
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Figura 4.11 — Secgao Transversa do plexo braquial 2

)

Coloragao fast blue. Corte transversal do plexo braquial do camundongo apds 02 semanas
da lesao por estiramento. Aumento 4x. Nesta coloracao as fibras mielinizadas ficam coradas
em azul e se demonstra uma desorganizacao da arquitetura circular da mielina ao redor dos

axoOnios. Fonte:Autor
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Figura 4.12 — Secgao Transversa do plexo braquial 3

Coloragao fast blue. Corte transversal do plexo braquial do camundongo apds 02 semanas
da lesdao por estiramento. Aumento 4x. Nesta coloracao as fibras mielinizadas ficam coradas
em azul e se demonstra uma desorganizacao da arquitetura circular da mielina ao redor dos
axonios. Fonte:Autor
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Figura 4.13 — Animal com alteragdes em alguns dedos

Fonte: Autor
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Figura 4.14 — Animal fez autotomia de todos os dedos

Fonte: Autor
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5 Discussao

5.1 Experimento 1

O dispositivo eletromecanico desenvolvido é capaz de produzir lesao do plexo braquial
em camundongos sem a ocorréncia de lesoes musculares, vasculares, 0sseas ou articulares.
Desta forma, os déficits de locomocao ou movimentacao da pata dianteira do animal podem

ser atribuidos a lesdo neurologica per si.

O fato de dispensar a realizacdo de uma cirurgia prévia no animal para reproduzir o
modelo animal de lesao do plexo braquial é uma vantagem em relacao aos modelos descri-
tos na literatura (BERTELLI; MIRA, 1993), minimizando o risco de infecgoes, deiscéncias,
eventuais lesoes nas estruturas musculares e/ou articulares que necessariamente sao disseca-
das, para a exposicdo do plexo braquial, na realizacdo daqueles modelos. Outra vantagem
seria a mimetizagdo do movimento que ocorre em situagoes reais de lesdes de plexo braquial

traumaticas fechadas.

Ajustes posteriores e correlacdo dos parametros como angulagao entre a pata traci-
onada e o corpo do animal, forga, e tempo de tragdo, bem como os achados histolégicos e
comportamentais das lesdes de plexo braquial produzidas sdo necessarias e nao foram apro-
fundadas nesta pesquisa; sendo, portanto, uma limitacdo da mesma. Outros estudos neste

sentido serao necessarios.

5.2 Experimento 2

Foi realizada pesquisa nas bases de dados PUBMED, LILACS e SCIELO restri-
tas as linguas inglesa, espanhola e portuguesa utilizando os seguintes descritores (“MESH
TERMS”): braquial plezus injury, animals models, brachial plexus injury, brachial plexus

avulsion, peripheral nerve disease.

H&4 um tnico estudo com a descricao de um modelo animal de lesao de plexo braquial
sem a necessidade de dissecagdo da pata do animal, e consequente risco de injuria a outras
estruturas que nao o plexo braquial (SPINNER et al., 2000). Neste estudo, Spinner et al.
(2000) utilizou a forga gravitacional de diferentes pesos atados a pata dianteira de trinta e
seis ratos Sprague-Dawley para produzir a lesdao do plexo braquial e realizou uma avaliacao

anatomica imediatamente apds o procedimento (Figura 5.1).
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Figura 5.1 — Dispositivo mecénico utilizado por Spinner et al. (2000)

Spinner et al. (2000)

Este estudo de Spinner et al. (2000) realizou apenas uma analise anatémica logo ap6s
a lesao realizada pelo peso, e constatou fraturas nos animais submetidos a um peso maior. No
referido estudo as dissecac¢oes anatomicas do plexo braquial foram feitas até a coluna vertebral
(acesso posterior), e identificou avulsao de raizes em todos os animais, correlacionando a

gravidade da lesao do plexo braquial a carga aplicada (sendo diretamente proporcional).

No presente estudo nao houve fraturas, lesées musculares ou vasculares; desta forma,
a vantagem dos nossos resultados é que o déficit de movimentacao da pata e de locomo-
¢do do animal podem ser atribuidos exclusivamente a lesdao neuroldgica. Outra vantagem
do atual estudo foi a realizacdo da caracterizacdo comportamental tanto da locomocao do
animal quanto da movimentacao da pata dianteira através dos testes de campo aberto e de
preensao da pata, respectivamente; além de ter estudado a viabilidade do modelo animal com
permanéncia da lesdo do plexo braquial e déficit neurologico por pelo menos duas semanas,
permitindo um tempo minimo para, no futuro, pesquisadores avaliarem mecanismos bioqui-
micos, moleculares ou eletrofisiologicos da lesao e testar possiveis terapéuticas. A confirmacao
e caracterizacao da lesao do plexo braquial e validagao deste modelo animal por um tempo
maior é necessaria. A maioria dos estudos que avaliam as lesdes de nervos periféricos utilizam
o modelo animal de lesao do nervo ciatico; desta forma, nao sao adequados do ponto de vista
anatomico. Existem estudos com lesao produzida de formas ja descritas neste estudo, avali-
ando regeneracao e recuperacao apés enxertos, por exemplo, mas nao usam um mecanismo
como o proposto neste estudo, que seria de tragdo da pata dianteira (COLLI, 1983; BER-
TELLI; MIRA, 1993; BERTELLI et al., 1994; BASSO et al., 1995; RODRIGUES-FILHO et
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al., 2003; WANG et al., 2008b; WANG et al., 2008a). Existem criticas quanto ha haverem
mais lesdoes de membro superior, entretanto os estudos de lesdes de nervos periféricos mais
frequentemente realizados em cidtico de roedores, com métodos de avaliagdo mais numerosos
para patas traseiras. Uma vez que as patas dianteiras e traseiras possuem cinética de movi-
mento, fungoes e invervagao distintos, carece de melhores métodos de avaliagao para as patas

dianteiras. Nos tltimos anos surgiram mais, contudo ainda sdo menos frequentes (WANG et
al., 2008b).

A possivel rotagao do térax do animal no sentido da tracao, nao propiciando, durante
o momento da aplicagao da forga a angulagado necesséaria para o estiramento do plexo no plano
axial, pode contribuir para aumentar a variabilidade dos achados. A potente musculatura e
a elasticidade dos nervos periféricos explica a dificuldade de obtencao da lesao. Nos roedores,
este autor acredita que a presenga de potente grupo muscular (peitoral menor) contribua
também, pois faz impressao sobre os corddes do plexo braquial, e provavelmente mesmo o
plexo sob tensao, ainda permita maior liberdade de movimentagao a este. J4 para a angu-
lagao utilizada no eixo coronal de 90°, esperava-se ou uma lesao total ou de tronco inferior
predominantemente (seja sé estiramento ou avulsao), caracterizada como déficit neurolégico
- motor/sensitivo - completo da pata dianteira se lesdo total ou distal, se lesdo do tronco infe-
rior. Em analogia aos seres humanos sao mais comuns avulsées de tronco inferior em virtude
de particularidades das aderéncias nestes niveis (C8 e T1)(SIQUEIRA; MARTINS, 2011).
Nas disseccoes em roedores, realizadas pelo autor, evidenciou-se que as raizes inferiores tem
um trajeto ligeiramente ascendente, o que pode exigir uma angulacao diferente da que ocorre

em humanos para se obter o mesmo padrao de lesdo (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Plexo braquial de camundongo integro

Tronco inferior

Fonte: Autor



95

Conclusao

Conclui-se que:

Foi desenvolvido um dispositivo eletromecanico capaz de produzir lesao do plexo bra-

quial em camundongos sem necessidade de intervencao cirirgica;

O dispositivo eletromecanico é ajustavel para forga e tempo de tracao da pata dianteira

do roedor;

Os camundongos submetidos a tragao da pata dianteira e consequente lesao por estira-
mento do plexo braquial apresentaram menor locomogao apés a lesao em relagao ao momento

controle;

Os camundongos submetidos a tracdo da pata dianteira e consequente lesdo por es-
tiramento do plexo braquial apresentaram menor capacidade de preensao da pata dianteira

apés a lesdo em relagdo ao momento controle.

Perspectivas Futuras

Com o avanc¢o no conhecimento da forma como sao afetadas as fibras nervosas na
lesdo do plexo braquial, e suas repercussoes no sistema nervoso central (cérebro e a medula)
poderemos prosseguir com estudos também em interface cérebro-maquina e neuromodulac¢ao

(dor neuropética).

A utilizacao de tal modelo animal de lesdo de plexo braquial pelo dispositivo eletro-

mecanico produzido ainda deve ser estudado em relagao a variabilidade das lesoes:

e Realizar experimentos com a pata disposta em angulo agudo e obtuso em relacao ao

torax, visando obter lesdes predominantes de tronco superior ou inferior.

e Experimentos correlacionando a velocidade de tracao e deslocamento da plataforma

com o peso e a envergadura do animal.

e Realizar avaliagao histologica utilizando parafina, com coloracao azul de toluidina, e

imunohistoquimica para marcadores de inflamacao agudos.

e Comparar os resultados comportamentais com os modelos atualmente existentes. Com
sugestao de utilizacao de escala com nove critérios chamada “IBB” descrita para estudo

de lesdes medulares cervicais inicialmente (IRVINE et al., 2010).
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Conclusao

Lesao do plexo braquial per si e integragao dos sistemas nervoso periférico e central:

Estudar repercussoes corticais das lesoes de plexo braquial.

Desenvolver modelo de dor e estudar alteragoes medulares da lesao por estiramento

com pesquisa de marcadores inflamatoérios.

Estudar o desenvolvimento da fibrose no plexo braquial pés-lesao por estiramento e

novas técnicas de regeneracao.

Estudar a possibilidade de desenvolver dispositivos de interface cérebro-maquina mais
direcionados a partir dos conhecimentos a serem obtidos com estudos eletrofisiolégicos

simultaneos no Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Sistema Nervoso Central (SNC).
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