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RESUMO GERAL

LesBes no sistema nervoso periférico implicam em alteragbes na funcdo motora
voluntaria, levando ao aumento da morbidade, incapacidades nas atividades laborais
e de vida diaria, com consequente aumento dos custos para o sistema de saude
publico. Na busca de tratamentos efetivos, estudos tém demonstrado que o
exercicio fisico € eficiente na recuperacdo funcional apds lesdo do nervo isquiatico,
sendo que a natacdo pode produzir a aceleracdo no processo de regeneracao
nervosa. Além disso, diversos produtos vém sendo investigados no intuito de auxiliar
a recuperacao, no caso da proteina da seda sericina, estudos apontam sua acao no
processo de cicatrizacdo, contribuindo na regeneracdo tecidual em lesbes
cronicas. Observados estes aspectos, esta pesquisa teve por objetivo verificar o
papel da sericina associada a um protocolo de exercicio de natagdo, com
sobrecarga, no reparo do nervo isquiatico de ratos Wistar ap6s compressao nervosa.
Para tanto, foram utilizados 80 animais divididos em cinco grupos de 16 animais
cada, sendo: controle (CON), lesdo (LES), leséo-sericina (LSER), lesdo-natacéo
(LNAT) e lesao-sericina-natacdo (LSRNT). Os animais dos grupos LES, LSER,
LNAT e LSRNT foram submetidos a compressdao do nervo isquiatico, porém
somente LSER e LSRNT receberam a aplicacdo de proteina sericina hidrolisada
diretamente sobre a lesdo nervosa no momento da cirurgia. Os grupos LNAT e
LSRNT realizaram exercicio de natacdo com carga de 10% do peso corporal do
animal, por ciclos de cinco dias de treino e dois de descanso, de 1 ou 3 ciclos, de
acordo com os tempos de eutanasia, e com progressao de tempo, sendo no primeiro
ciclo 15 minutos de exercicio, no segundo 20 minutos e 25 minutos no terceiro ciclo.
Durante o periodo experimental, os animais foram avaliados quanto a nocicepcéao,
pelo teste de filamento tipo “Von Frey” digital e analise de fungédo por meio do indice
funcional do isquiatico. A eutandsia foi realizada em duas etapas, sendo metade da
amostra eutanasiada no 8° dia de pds-operatorio, e 0 restante no 22° dia. Dois
fragmentos do nervo, distais a lesdo nervosa, foram coletados e preparados para
analise em microscopia de luz, corado com hematoxilina-eosina e pré-corado com
tetroxido de Osmio respectivamente, sendo observadas as caracteristicas
morfolégicas e morfometricas da fibra nervosa. Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente quanto sua normalidade e realizado ANOVA
unidirecional, com pos-teste de LSD. Em relacdo aos animais eutanasiados no
oitavo dia, a sericina aplicada diretamente sobre a lesdo nervosa isquiatica,
apresentou caracteristicas pré-inflamatérias, ja a natacdo isolada mostrou melhora
da hipernocicepcdo em relagdo as demais intervencdes. N&o houve sinais de
aceleracdo do processo de reparo nervoso no oitavo dia apos a lesédo. J& em relacéo
aos animais eutanasiados no 22° dia, a associacdo do tratamento de sericina e
natacdo evidenciou um efeito regulador da ag¢do pro-inflamatéria da sericina pelo
exercicio resistido de natacdo, jaA a sericina isolada provocou exacerbacdo do
processo inflamatério e o exercicio de natacdo resistido, mostrou boa evolugéo
quanto ao limiar nociceptivo e alodinia.

Palavras-chave: Biomateriais, Compressao nervosa, Exercicios em meio aquatico,
Proteina da seda.



GENERAL ABSTRACT

ACTION OF SERICIN PROTEIN IN ISCHIATIC NERVOUS INJURY, ASSOCIATED WITH
PHYSICAL EXERCISE OF SWIMMING, IN WISTAR RATS

Lesions in the peripheral nervous system imply active in voluntary motor function,
leading to increased morbidity, incapacities in work activities and daily life, with
consequent increase in costs for the public health system. Effective treatments
research, studies have shown that physical and efficient exercise in functional
recovery after the development of the nervous system, which is not a process of
nerve regeneration. In addition, several products are being investigated with no
intention to aid recovery, there are no cases of sericin silk protein, studies indicate its
action in the healing process, contributing in the tissue regeneration in chronic
lesions. The aim of this study was to verify the role of sericin associated with a
swimming exercise protocol, with overload, without repair of the sciatic nerve of
Wistar rats after nerve compression. For this purpose, 80 animals were divided into
five groups of 16 animals each, being: control (CON), Injury (LES), injury-sericin
(LSER), injury-swimming (LNAT) and injury-sericin-swimming (LSRNT). The animals
of the LES, LSER, LNAT and LSRNT groups were submitted to compression of the
sciatic nerve, however LSER and LSRNT received an application of hydrolyzed
sericin protein directly on a nerve lesion at the time of surgery. The LNAT and
LSRNT groups underwent swimming exercise with a load of 10% of the body weight
of the animal, for cycles of five days of training and two of rest, of 1 or 3 cycles,
according to the euthanasia times, and with progression of time, being in the first
cycle 15 minutes of exercise, in the second 20 minutes and 25 minutes in the third
cycle. During the experimental period, animals as well as nociception, by the digital
"Von Frey" filament test and function analysis by means of the functional index of the
ischiatic. Euthanasia was performed in two stages, the sample being euthanized on
the 8th postoperative day, and the remainder on the 22nd day. Two fragments of the
nerve, distal to the nerve injury, were collected and prepared for light microscopy
analysis, stained with hematoxylin-eosin and pre-stained with carbon tetraoxide,
being observed as morphological and morphometric characteristics of the nerve fiber.
The results were analyzed statistically as their normality and one-way ANOVA was
performed, with LSD post-test. Regarding the euthanized animals on the eighth day,
a sericin applied directly on the sciatic nerve lesion, presented proinflammatory
characteristics, and an isolated swimming showed an improvement of
hypernociception in relation to the other interventions. There were no signs of
acceleration of the nerve repair process on the eighth day after injury. In relation to
the euthanized animals on the 22nd day, an association of sericin and swimming
treatment evidenced a regulating effect of the serinin pro-inflammatory action by the
resisted swimming exercise, and an isolated sericin caused exacerbation of the
inflammatory process and resistance swimming exercise, It showed good evolution to
the nociceptive threshold and allodynia.

Key words: Biomaterials, Nerve compression, Exercises in the aquatic environment,
Silk Protein.
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1 INTRODUCAO GERAL

Lesdes no sistema nervoso periférico (SNP, doravante) sédo frequentes
e implicam em alteracdes na funcdo motora voluntaria, levando a morbidades,
incapacidades nas atividades de vida diaria e laborais, ao déficit sensorial, dor
cronica e a atrofia muscular. O tratamento, geralmente é longo, com consequente
aumento dos custos para os sistemas de saude publicos e previdenciario (HUANG et
al., 2012; MIRANDA; TORRES, 2016; SIQUEIRA, 2007; SOUZA; KRAYCHETE,
2014). Além disso causam relevante impacto socioeconémico, pois a faixa etaria de
maior incidéncia é a de adultos jovens, entre 21 e 30 anos (SAADAT; ESLAMI,
RAHIMI-MOVAGHAR, 2011).

Existem diversos tratamentos indicados nas lesdes nervosas
periféricas (LNPs) (SAVASTANO et al., 2014), como 0 repouso inicial, as terapias
medicamentosas, as intervencfes cirargicas e as nao cirdrgicas (VALAT et al.,
2010). No entanto, séo observados diversos obstaculos nesse processo, tais como a
reinsercéo nervosa inadequada e ineficiéncia da funcdo nervosa, o0 que gera impacto
direto no resultado final (HUANG et al., 2012; POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010),
e sustenta a necessidade de se investigar alternativas de tratamento.

Nesse sentido, o biopolimero proteico da seda sericina apresenta um
potencial uso na biomedicina (ARAMWIT; SIRITIENTONG; SRICHANA, 2012,
BARAJAS-GAMBOA et al., 2016; HASSIBA et al., 2016). Esta proteina € produzida
guando a lagarta do bicho da seda da amoreira, Bombyx mori, expele o fio da seda
na formacdo do seu casulo, constituido também pela proteina fibroina (KUNDU et
al., 2008; MONDAL; TRIVEDY; NIRMAL-KUMAR, 2007).

Estas proteinas ndo existem de forma independente na natureza,
sendo obtidas somente por meio da sericicultura, atividade econémica que
apresenta também um carater social importante, pois € realizada em pequenas
areas rurais e se utiliza de mao de obra familiar (NAGARAJU; GOLDSMITH, 2002;
SABAG; NICODEMO; OLIVEIRA, 2013). Na sericicultura, a sericina € descartada em
mananciais, o0 que impacta o ambiente. Diante disso, a sua utilizagdo como
biopolimero amplia a cadeia produtiva da seda, favorecendo o desenvolvimento
sustentavel (KOLEY; SAKURAI; AONO, 2016; SAROVART et al., 2003).
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Nos ultimos anos, os efeitos da sericina vém sendo estudados com
diversas finalidades, porém destaca-se sua potencial aplicacdo na industria médica e
farmacéutica, visto que existem resultados positivos, como a melhora do processo
de cicatrizacdo e, consequente diminuicdo dos niveis de mediadores inflamatorios
(ARAMWIT et al., 2009; PADOL et al., 2012), a influéncia na reducdo da obesidade
em modelos experimentais (KEAWLORN et al, 2013; SEO et al, 2011), a
diminuicdo dos niveis sanguineos de colesterol (LIMPEANCHOB et al., 2010), a
inibicdo da proliferacéo de células de carcinoma do colo em humanos (WARAPORN
et al.,, 2012), a regeneragao de tecido cartilaginoso (DINESCU et al.,, 2013), a
aceleracdo da regeneracdo em lesdes oftdlmicas (EIDET et al., 2016; NAGAI,
YOSHIMASA, 2013), a reducdo na evolucdo de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (ZHAORIGETU; SASAKI; KATO, 2007). Além disso, séo verificados
também possibilidades de uso em nivel industrial nos ramos alimenticios e em
cosmetologia (BYUN et al., 2009; PATEL; MODASIYA, 2011; RAJPUT; KUMAR,
2015).

A possibilidade de utilizacdo da sericina no tratamento de leséo
nervosa periférica (LNP) se apresenta bastante promissor e, o uso combinado com
terapias que ja se revelaram eficazes, como no caso do exercicio fisico, que
potencializa a terapéutica. Nesse sentido, estudos de lesdo experimental em ratos,
tém mostrado a eficiéncia do exercicio fisico na melhora funcional isquiatica (JANG;
LEE, 2015), no aumento de fatores de crescimento neuronais (DISHMAN et al.,
2006), e na aceleracdo do processo de regeneracao nervosa (TEODORI et al.,
2011).

Dessa maneira, devido ao fato das LNPs afetarem uma parcela
consideravel da populacdo economicamente ativa, trazendo prejuizos sociais e
econdmicos, e devido a caréncia de estudos que analisem o efeito da sericina e de
sua associacdo com 0 exercicio de natacdo na recuperacdo do nervo isquiatico,

justifica-se a abordagem deste estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Analisar os efeitos do tratamento com a proteina sericina associada ao
exercicio de natacdo, com sobrecarga, sobre o reparo do nervo isquiatico

apos compressao, em ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos:

e Verificar a nocicepgao de ratos Wistar submetidos ao modelo experimental
de compressdo nervosa, tratados com a proteina sericina associada ou
nao a protocolo de exercicio por natacéao;

e Avaliar a funcionalidade do nervo isquiatico;

e Comparar com base em analise morfométrica e morfoldgica, o processo

de reparo nervoso entre os diferentes tratamentos e periodos propostos.
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3 REVISAO GERAL DE LITERATURA

3.1 Sistema Nervoso Periférico

O SNP é composto por terminacfes nervosas, ganglios e nervos,
sendo os Uultimos, corddes esbranquicados formados por fibras nervosas,
classificadas conforme a estrutura que inervam em componentes funcionais
sensitivos ou motores (DANGELO; FATTINI, 2002; ZILIC et al., 2015). A unidade
funcional do nervo periférico € a fibra nervosa, recoberta pela bainha de mielina e
essa pelo neurolema, sendo a bainha de mielina descontinua nos nodos de Ranvier,
0 qual ocorre a facilitagdo da transmissao do impulso nervoso (GRACA, 1988;
SIQUEIRA, 2007).

Envolvendo o nervo na camada externa existe uma bainha de tecido
conjuntivo denso, o epineuro (CATTELAN et al., 1997), no qual as fibras de colageno
se alinham de forma a impedir lesbes por distensdo excessiva do feixe nervoso.
Originam-se desse envelopamento externo fibras de tecido conjuntivo, o perineuro,
uma bainha relativamente fina, densa e distinta (GARTNER; HIATT, 2003), que
envolve aglomerados de fibras nervosas, os fasciculos (CATTELAN et al., 1997). No
interior dos fasciculos, cada fibra nervosa é individualmente envolvida por uma
camada de tecido conjuntivo frouxo, o endoneuro, formando uma delicada e fina
bainha externa de fibras reticulares (fig. 01) (CATTELAN et al., 1997; GARTNER,;
HIATT, 2003).

A excitabilidade das células do SNP se da pela existéncia de potenciais
elétricos que passam através das membranas neuronais. Quando um estimulo
guimico, elétrico ou mecanico é feito sobre a membrana neuronal, ocorre a mudanca
do potencial de membrana, e se for de intensidade suficiente gera um potencial de
acao, transmitindo esse impulso pela fibra nervosa por uma sequéncia de
despolarizagdes (DURAN, 2003; GUYTON, 2006).

3.2 Nervo Isquiético
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O nervo isquiatico € o maior do corpo humano (ARCOS et al., 2009;
FONSECA et al.,, 2002), formado pela continuagdo do fasciculo superior do plexo
lombo-sacral, originario das raizes nervosas ventrais entre a quarta vértebra lombar
e a terceira vértebra sacral, com cerca de 2 cm de largura na regido proximal, em
que atravessa a pelve pelo forame isquiatico maior (fig. 02) (FONSECA et al., 2002),
e emerge na regido glutea, em geral inferior & margem do musculo piriforme,
podendo raramente emergir em dois ramos, com sua porc¢éao fibular comum por meio
do musculo piriforme e a porcéo tibial acompanha inferiormente a margem do
mesmo musculo (VICENTE et al., 2007). Mantendo um trajeto descendente, transita
entre o tuber isquiatico e o trocanter maior do fémur, mais proximo da primeira
saliéncia 0ssea, anterior aos musculos biceps femoral e semitendineo, até se dividir
em nervo tibial e nervo fibular comum, normalmente, na fossa poplitea (FONSECA et
al., 2002; VICENTE et al., 2007).

Epineuro ——

Perineuro

Schwann'

Figura 01 — llustracdo esquemaética da organizacdo do nervo, evidenciando as bainhas conjuntivas.
Fonte: GARTNER; HIATT, 2003.

\3

vl .':'tﬁ
Figura 02 — llustracdo mostrando o0 trajeto do nervo isquiatico. Disponivel em:
<{http://www.mdsaude.com/2013/11/nervo-ciatico.html}>. Acesso em: 24 jun. 2015.
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Existem diversos estudos que se utilizam do modelo experimental com ratos,
e atualmente é parte inevitavel da pesquisa biomédica, reconhecido como modelo
proeminente (SENGUPTA, 2013), sendo que na investigacdo de nervos periféricos,
0 nervo isquiatico apresenta certa popularidade, provavelmente resultado da fécil
acessibilidade cirargica (fig. 03) e por estar bem caracterizado por estudos que
investigam condi¢cdes diversas relacionadas a estes modelos experimentais
(SAVASTANO et al., 2014). Nesses modelos € importante descrever a anatomia
macroscopica do nervo isquiatico, que € similar & observada em humanos,
respondendo a estimulos de forma semelhante (SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013; YAN
et al., 2010).

Nervo
Isquiatico

‘Trocanter
Maior

Figura 03 — llustracdo esquematica do trajeto do nervo isquiatico em modelo de rato Wistar,
posicionado em decubito ventral. Fonte: adaptado de SAVASTANO et al., 2014.

3.3 LesOes Nervosas Periféricas

Devido a localizagcéao periférica, 0s nervos estdo susceptiveis a lesdes
decorrentes de traumatismos abertos ou fechados, como compresséo, tracéo,

avulsdo, descontinuacdo e por limitagdo de aporte sanguineo. A ocorréncia dessas
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lesbes pode estar associada a género, a habitos de vida, a idade, a ocupacéo, a
fatores genéticos e ambientais; todavia, independentemente da causa, sempre
interfere na transmissdo dos impulsos nervosos e prejudica sua funcdo (BRULL et
al., 2015; CANNONI et al., 2012; DANEYEMEZ; SOLMAZ; IZClI, 2005; NAVARRO;
VIVO; VALERO-CABRE, 2007; STAFFORD; PENG; HILL, 2007; SVENNIGSEN;
DAHLIN, 2013).

Historicamente, LNPs sdo tema de investigacdo quanto a sua anatomia
e fisiopatologia. Galeno foi o primeiro a distinguir nervos de tenddes no século Il. No
entanto, os grandes avanc¢os clinicos na area, estdo relacionados a tempos de
guerra, tanto com relacdo a descricdes anatbmicas, quanto aos sintomas e aos
procedimentos cirdrgicos para correcéo (SIQUEIRA, 2007).

Os fatores etioldgicos e epidemioldgicos da LNP variam conforme
periodos de conflito e desenvolvimento populacional, porém caracterizados por
déficits significativos de funcéo (ESER et al., 2009; STAFFORD; PENG; HILL, 2007).
A incidéncia estimada de LNP na populacédo, causada por lesdo traumatica, esta
entre 2% e 2,8%, contudo se forem consideradas as lesdes de plexo e raizes
nervosas, o indice sobe para 5% (TAYLOR et al.,, 2008). O acometimento esti
relacionado principalmente a populacdo economicamente ativa, jaA que a maior
incidéncia ocorre na faixa etaria entre 21 e 35 anos (cerca de 59%), e a grande
maioria acometida neste grupo é do sexo masculino (83%) (TAYLOR et al., 2008;
SAADAT; ESLAMI; RAHIMI-MOVAGHAR, 2011).

3.3.1 Classificacdo das lesGes nervosas periféricas

As LNPs sdo classificadas conforme a intensidade do
comprometimento da estrutura nervosa e as limitagdes funcionais decorrentes da
lesdo. Em 1943, Seddon propds trés graus de comprometimento (fig. 04), sendo eles
a neuropraxia, a axonotmese e a neurotmese. Em 1978, Sunderland subdividiu a
axonotmese em trés graus (fig. 5), reclassificando-as em cinco graus de leséo
(SIQUEIRA, 2007).

A neuropraxia ou lesdo de primeiro grau é a mais leve e decorrente da
interrupcdo da transmissdo do impulso nervoso no ponto lesionado, geralmente

devido a uma compressdao. A estrutura macroscopica do nervo apresenta
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continuidade e o bloqueio da condutibilidade nervosa € reversivel, ndo apresentando
degeneragédo Walleriana. Na axonotmese, ou leséo de segundo grau, 0 epineuro e o
perineuro ficam preservados porém, ocorre a descontinuidade completa do axénio e
mielina, levando a degeneracdo Walleriana distal do foco lesionado. A neurotmese é
a lesdo mais grave, ocorrendo a descontinuacdo nervosa completa, com perda
funcional extensa e prognostico ruim, necessitando de intervencdo cirdrgica
(MADURA, 2012; MINAMOTO, 2007).

Epineuro
| Perineur

( 0
- ( / Endoneuro

\ % |

!

LN Axbnio Bainha de Mielina

Normal

Axoniotmese Neurotmese

Figura 04 — llustracdo esquemética dos tipos de lesdo nervosa periférica de acordo com Seddon
(1943). Fonte: MARTINS et al., 2013.
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Figura 05 — Classificacdo das lesGes proposta por Sunderland (1978), sendo que: 1 - refere-se ao
blogueio da condutibilidade nervosa, com estrutura macroscoépica do nervo preservada; 2 - ocorre
lesdo do axobnio; 3 - lesdo do axdnio e endoneuro; 4 - lesdo do axdnio, endoneuro e perineuro; 5 -

lesdo completa do nervo, sendo axdnio, endoneuro, perineuro e epineuro lesionados. Fonte: CAMPBEL,
2008.
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A axonotmese tem seus graus de comprometimento constituindo sua
classificagdo em segundo, terceiro e quarto graus, dependendo do envolvimento do
endoneuro, perineuro e epineuro (MINAMOTO, 2007). Na leséo de grau dois, existe
a ruptura do axonio, na de grau trés além do axénio, sua bainha endoneural também
é lesionada, j& no grau quatro, a lesdo ocorre com ruptura dos fasciculos, mantida a

continuidade somente pelo tecido epineural (CAMPBEL, 2008).

3.4 Reparo Nervoso

A leséo nervosa no humano, tipo axonotmese, apresenta o rompimento
de axobnios, 0 que leva a um processo denominado degeneracdo Walleriana, néo
obstante, esse ocorre somente no sentido distal a lesdo. Nos axodnios do coto
proximal a degeneragédo axdnica estaciona no primeiro nodo de Ranvier proximal ao
local da leséo, age de forma similar a uma porta corta fogo e impede que prossiga
no coto proximal, o que permite deixar o ambiente propicio para que ocorra a
regeneracdo axonal (fig. 06). JA no coto distal, o processo de degeneracao
Walleriana ocorre em todas as estruturas das fibras nervosas em um espaco de
tempo de cerca de dois a trés dias (BELKAS; SHOICHET; MIDHA, 2004;
CAMPBELL, 2008; NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007; SIQUEIRA, 2007),
sendo que a cascata de eventos disparada a partir da lesdo envolve, entre outros
fatores, a migracdo de macrofagos para a lesdo, a proliferacdo de células de
Schwann, mudancas nos constituintes da matriz extracelular e a reorganizacao do
espaco endoneural, a producéo de citocinas e o0 aumento de neurotrofinas (BELKAS;
SHOICHET; MIDHA, 2004; DUBOVY, 2011).

A cascata de eventos degenerativos inicia imediatamente apos a leséo,
sendo que ocorre influxo de célcio, para as células de Schwann, resultantes da
agressdao mecanica e pela interrupcdo do fluxo sanguineo e, consequente,
diminuicdo do aporte de oxigénio. O célcio, além de estimular o inicio da proliferacao
das células de Schwann, ativa a calpaina, que é uma protease essencial para a
degeneracdo axonal. Uma concentracdo adequada de célcio pode ser essencial
para a regeneracdo nervosa, ja que pode aumentar o crescimento axonal
(SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).
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Figura 06 — llustracdo esquemética do momento da lesdo nervosa periférica e em sequéncia a
remocao de restos mielinicos por macrofagos e proliferacdo de células de Schwann, distal a leséo,
durante o processo de regeneracao. Fonte: Purves et al., 2004.

Uma vez iniciado o processo de influxo de célcio induzido pela LNP,
ativa-se uma sequéncia de eventos intracelulares e de proteinas reguladoras de
genes, como a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK), que abrange grande
namero de proteinas, dentre elas a proteina quinase regulada por sinais
extracelulares (ERKs) e quinase c-Jun N-Terminal (JNKs) (SILVA et al., 2009), que
ja estdo ativadas cerca de 20 minutos apos a lesdo. Porém a ativacao da proteina
p38 da MAPK, que é uma das moléculas de importancia para a progressao da
degeneragcdo Walleriana, aparece somente cerca de seis horas mais tarde (fig. 07)
(SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).

O fator de transcricdo da JNKs € um regulador global de resposta as
células de Schwann, sendo essencial sua ativacao para a formacao das bandas de
Blingner e para a proliferagdo das células de Schwann, tendo importancia a rapida
ativacdo de ERKs que sdo pré-requisitos para proliferacdo de células de Schwann,
gue atingem seu maximo de dois a trés dias apés a lesdo, tendo importancia para o
crescimento axonal (SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).
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Figura 07 — Cronologia de alguns eventos ap0s lesdo nervosa periférica em ratos, importantes para a
regeneracgao nervosa. Fonte: adaptado de SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013.

Uma regeneracdo axonal periférica no humano, para que seja bem-
sucedida, depende de um processo de resposta inflamatéria rapida e eficiente. O
pico dessa resposta acontece de quatro a sete dias apos a lesdo, 0 mesmo tempo
gue a barreira sanguinea do nervo torna-se mais permeavel, facilitando a migracao
celular e a reparagdo nervosa (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007;
SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).

A liberacdo de citocinas proé-inflamatoérias, como a interleucina 6 (IL-6),
fator de inibicdo de leucdcitos (LIF) e interleucina lalfa (IL-1a). Em modelos de
roedores, inicia de trés a cinco horas apés a lesdo, e o pico no numero de
macréfagos, tanto endégenos quanto os sistémicos, ocorre apés uma semana da
lesdo. A inflamacéo € vital para a regeneracdo nervosa, visto que as células mais
envolvidas no processo de degeneracdo Walleriana, as células de Schwann e os
macréfagos, comunicam-se por meio de redes de citocinas, controlando a fagocitose
e fatores de crescimento durante a regeneracao, sendo que atrasos nesse processo
podem levar a perda da capacidade regenerativa (SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).

Os macroéfagos, presentes no coto distal, fazem a remocéo dos restos
mielinicos em degeneracgao, entre o segundo e o sétimo dia apos a lesdo, durante o
processo de regeneracao, sendo que devido a extrusdo inicial da bainha de mielina,
no méximo em trés dias apos a lesdo do axénio, se inicia a divisédo e proliferacdo das
células de Schwann associada a produgéo de substancias quimiotaxicas, que irdo se

alinhar ao longo da lamina basal, formando as bandas de Bingner, auxiliando na
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orientacdo do crescimento axonal. Além disso, as células de Schwann também
realizam fagocitose (SIQUEIRA, 2007; SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).

O crescimento axonal acontece pelos brotos axonais, que sao
prolongamentos ricos em mitocondrias e componentes do citoesqueleto, que surgem
no coto proximal e atravessam o segmento lesionado por meio das bandas de
Blingner, e se dirigem aos 06rgdos alvo sob influéncia de fatores neurotréficos,
guimiocinas e proteinas de adeséao celular produzidas no local da lesdo (MADURA,
2012; RUITER et al., 2014). Alguns fatores influenciam esse crescimento, como o
fator de crescimento nervoso (NGF), o fator de neurotrofinas derivado do encéfalo
(BNDF), e as proteinas associadas ao crescimento neuronal (GAP-43). Esses
brotamentos crescem a partir do coto proximal na velocidade aproximada de 0,2 a 1
milimetros por dia (AL-MAJED et al., 2000; STA et al.,, 2014) podendo variar em
experimentos com animais ou pelas condicbes apresentadas no local da leséao
(SIQUEIRA, 2007).

Em modelos experimentais, a remielinizacéo se inicia apds o oitavo dia
com o axonio ja regenerado, inicialmente envolvido por células de Schwann e seus
tubos endoneurais, que se enrolam para formar a mielina, sendo a determinacao do
ax6nio como mielinico ou néo, relacionada a sua prépria estrutura. Existe um bom
prognostico funcional quando a conexdo do axénio, durante a regeneracdo, ocorre
com seus alvos originais, podendo formar novas terminacées nervosas funcionais,
levando a um melhor desempenho (SIQUEIRA, 2007), porém depende da extensao
da lesdo e da localizagdo dos alvos da inervagdo, o que é dificil de prever
(MADURA, 2012; YU et al., 2015).

3.5 Exercicio de natacdo como modalidade de tratamento na LNP

Dentre os tratamentos relacionados a lesdo nervosa periférica,
exercicios fisicos estdo entre as op¢des mais indicadas, pois individuos submetidos
a esee tratamento apresentam maior eficdcia na prevencdo de episodios de dor,
diferente de outras abordagens ortopédicas utilizadas que apresentam menor
resolutividade preventiva. Todavia, as razdes da eficacia do exercicio sao ainda foco

de estudo pelas evidéncias ndo serem claras, contudo alguns beneficios globais
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como o aumento de forga, a resisténcia e a mobilidade parecem estar presentes
(BIGOS et al., 2009; N1J et al., 2012).

O exercicio aerobico de natacdo, entre as modalidades de exercicios
fisicos, apresenta bom progndstico, revelando efeito no sistema cardiovascular
(BARROS et al.,, 2011; CHINKIN, 2013; MEDEIROS et al.,, 2004; RITTER et al.,
2012; SILVA et al., 2011), podendo até mesmo auxiliar no controle e na reducao dos
niveis glicémicos sanguineos (OLIVEIRA; DOURADO; CESAR, 2013), promovendo
alteracdes no uso de substrato energético (FREITAS et al., 2010), e a possibilidade
de periodizar o treinamento dentro da fisiologia experimental, realizado de maneira
similar ao que se aplica em humanos (ARAUJO et al., 2010).

Alguns estudos de lesdo experimental em ratos tém mostrado que o
exercicio fisico é eficiente na recuperacao funcional apds lesdo do nervo isquiatico,
abordando diferentes aspectos da recuperacdo funcional (JANG; LEE, 2015;
KOLTYN, 2000; POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010; TEODORI et al., 2011). Além
disso, apresenta reducdo de citocinas pro-inflamatorias no muasculo esquelético de
ratos idosos (AMADIO et al., 2015). Ainda, a natacéo aplicada nas fases agudas e
tardias em modelos de axonotmese mostra aceleracdo no processo de regeneragao
do nervo isquiatico (TEODORI et al., 2011), além de estimular o crescimento e
desenvolvimento de novas células e aumentar a presenca de fatores de crescimento
neuronais (DISHMAN et al., 2006).

Apesar de observadas vantagens relacionadas aos exercicios
aerobicos, indicando o aumento do limiar de dor relacionado ao aumento da
intensidade, ndo existe consenso entre as correlacdes de intensidade durante o
exercicio (KOLTYN, 2002; N1J et al., 2012), sendo que a determinacdo adequada de
esforco imposto, tem influéncia direta nos resultados (GOBATTO et al., 2008).

Ao mesmo tempo em que diversos estudos enfatizam a necessidade
de novas premissas relacionadas a pratica terapéutica e a experimentos mais
aprofundados, voltados ao esclarecimento e ao desenvolvimento de parametros de
referéncia quanto ao exercicio aerébico (KOLTYN, 2000; NIJ et al., 2012; TEODORI
et al., 2011), novas alternativas vém sendo investigadas visando suplementar a
pratica ja existente, como a associacdo da aplicacdo de laser com a proteina do
latex no processo de regeneracdo nervosa periférica (DIAS et al., 2013), mostrando

possibilidades do uso associado de biomateriais, como a proteina da seda sericina.
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3.6 Proteina Sericina

A sericina € um biopolimero proteico obtido a partido do casulo da
Bombyx mori (fig. 08), ou bicho da seda, como é popularmente conhecido. A
constituicdo do casulo ocorre por trés proteinas, a saber: a fibroina, a qual compde a
maior parte da composicdo do fio de seda téxtil; a sericina, que tem cerca de 20 a
30% de participacdo na constituicdo do casulo e tem como principal funcdo dar
adeséo na conformacdo da mesma, e por fim, a P25, sendo essa uma glicoproteina
que auxilia na manutencdo da continuidade do fio, porém aparece em pequenas
concentracbes (ARAMWIT; SIRITIENTONG; SRICHANA, 2012; PADAMWAR et al.,
2005).

Em sua composigéo, a sericina é formada por diversos aminoacidos
(Tab. 01) (BARAJAS-GAMBOA et al., 2016; ZHANG et al., 2006) e apresenta, em
grande parte de sua composicdo, serina e acido aspartico, que propicia carater
hidrofilico (BARAJAS-GAMBOA et al., 2016; KUNDU et al., 2008).

O processo que separa a sericina da fibroina, denominado
degomagem, é possivel devido a composicdo proteica da sericina apresentar
predominancia de aminoacidos polares, o que possibilita a remocdo quando
aguecidos em agua, visto que apresenta solubilidade (BARAJAS-GAMBOA et al.,
2016; ZHANG et al., 2006).

Lagarta
da seda

Figura 08 — Imagem do casulo do bicho-da-seda em construcéo, e finalizado, bem como da lagarta
da seda e a folha de amoreira. Fonte: Arquivo de imagens do LABEF.
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Tabela 01 — Composi¢do da proteina sericina.

Aminoacidos % mol na Sericina
Serina 25,28
Acido aspartico 20,57
Glicina 10,51
Treonina 7,96
Acido glutamico 7,90
Arginina 5,26
Lisina 4,68
Tirosina 4,47
Alanina 3,97
Valina 3,79
Histidina 1,75
Leucina 1,36
Fenilanina 0,96
Isoleucina 0,88
Cisteina 0,72

Fonte: adaptado de (Zhang et al., 2006).

A sericicultura € uma das mais antigas atividades agroindustriais
conhecidas e teve origem na China, provavelmente no periodo neolitico, na
provincia de Shanxi, em uma regido arqueoldgica, datada entre 2600-2300 a.C.,
contudo, os residuos mais antigos de seda datam da dinastia Shang, entre os
séculos 16 e 13 a.C. A invencao da seda é, tradicionalmente, atribuida a esposa do
Imperador Amarelo, que se acredita ter vivido entre 1698 e 1598 a.C. Conforme
relatos de Confucio, enquanto a imperatriz bebia uma xicara de chid sob uma
amoreira, um casulo de seda caiu dentro de sua xicara e, sobre influéncia do calor
da bebida, o fio da seda desenrolou e, assim, possibilitou a descoberta do processo
para confeccéo dos tecidos de seda (PAPAVERO; PUJOL-LUZ, 2011).

O inicio da sericicultura no Brasil data do comeco do século XIX, e esta
relacionado a vinda de Dom Jod&o VI, com a importagdo de algumas amoreiras e seu
plantio junto ao Jardim Botanico do Rio de Janeiro (OKAMOTO, FURLANETO,
MARTINS, 2013). Porém, seu maior desenvolvimento se deu com a fundagédo da
Companhia Seropédica Fluminense por José Pereira Tavares, sendo 0 soOcio
majoritario D. Pedro Il que, posteriormente, passou a denomina-la Imperial

Companhia Seropédica Fluminense, se expandindo nos anos seguintes
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principalmente para os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio Grande do
Sul e Mato Grosso do Sul (PORTO, 2014).

Segundo dados publicados pela Secretaria de Agricultura e
abastecimento do Parana, referentes a safra de 2010, o Brasil ocupa a sexta posicéo
no ranking mundial de produtores de seda, sendo a China o maior produtor, seguida
da india, e nas 32, 42 e 52 posicdes respectivamente, aparecem Vietna, Uzbequistdo
e Tailandia. Do total produzido no Brasil, cerca de 90% do cultivo e produgé&o de B.
mori é realizada no estado do Parana (BUSCH, 2010).

3.6.1 Usos da proteina sericina

A sericina tem uso potencial em uma grande variedade de aplicacoes,
tanto no campo comercial quanto na area experimental, sendo diversas pesquisas
desenvolvidas no intuito de utiliza-la como matéria-prima em diferentes abordagens.
Ademais, mostra ampla acdo em locais e substancias distintas, por exemplo, na
inibicdo de atividade bacteriana, gerando a possibilidade de utilizar a sericina como
revestimento em superficies de fibras naturais e artificiais, assim como a usada em
filtros de ar ou outros materiais similares, como fraldas e curativos (ARAMWIT;
SIRITIENTONG; SRICHANA, 2012; BARAJAS-GAMBOA et al.,, 2016; RAJPUT,
KUMAR, 2015; SAROVART et al., 2003; SIRITIENTONG et al., 2016).

Na industria biomédica, pesquisas sugerem que a sericina tem acdo na
reducdo da evolucdo de doencas relacionadas ao estresse oxidativo em ratos
(ZHAORIGETU; SASAKI; KATO, 2007), como potencializador no cultivo embrionario
bovino (ISOBE et al., 2015), influéncia da proteina sericina na dieta e obesidade em
ratos (KEAWLORN et al., 2013; SEO et al.,, 2011), apresenta propriedades anti-
leishmaniose (KUMAR, 2015), na diminuicdo de colesterol em niveis sanguineos
(LIMPEANCHOB et al., 2010), efeito protetor na gastrite (LI et al., 2008a) e no
tratamento hepatico, prevenindo a deterioracdo de lipidios estruturais na leséo
induzida pelo alcool em camundongos (LI et al., 2008b). Ainda oferece resultados
positivos evitando a proliferacdo de células de carcinoma de colo de uUtero em
humanos (WARAPORN et al., 2012), propicia 0 aumento da absorcéo intestinal de
zinco, ferro, magnésio e calcio em ratos (SASAKI; YAMADA; KATO, 2000), também
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apresenta efeito hipotensor e vasorrelaxante, sugerindo a possibilidade do uso
terapéutico da sericina como modulador vascular (ONSA-ARD et al., 2013).

Alguns autores relatam acdo no processo de cicatrizacdo, levando a
menores niveis de mediadores inflamatérios (ARAMWIT et al., 2009; PADOL et al.,
2012), influéncia na regeneracéo de tecido cartilaginoso, favorecendo a proliferacéo
de novas células (DINESCU et al., 2013), e também eficaz em acelerar a
regeneracao de tecido cutaneo (ARAMWIT et al., 2013; ERSEL et al., 2016), em
lesBes relacionadas a doencas sistémicas em ratos (NAGAI; YOSHOMASA, 2013) e
no reparo neuronal, tendo efeito neuroprotetor como biomaterial, realizando conex&o
eficaz para o crescimento de neurdnios in vitro (WANG et al., 2015). Além desses
resultados, outros potenciais efeitos estdo sendo estudados, o que torna a sericina,
foco de interesse em diversos segmentos no intuito de delimitar as possibilidades de

abordagem relacionadas ao seu uso.

3.7 Uso de modelo animal

A necessidade de buscar alternativas terapéuticas, como a sericina, ou
mesmo aprimorar tratamentos ja utilizados na pratica clinica, como exercicios
aerobicos, revelam a necessidade de testes em modelos vivos, sendo assim, 0 uso
de modelo experimental animal permite um alto controle de variaveis, melhorando a
confiabilidade da pesquisa, pois permite a periodizacdo de treino aplicado de forma
similar ao usado em humanos, o que prové uma forma de elucidar questdes
associadas aos métodos propostos devido ao controle do ambiente e a possibilidade
de intervencdes invasivas nesses animais (ARAUJO et al., 2010).

A analise do SNP em modelos animais, em geral envolve leséo
cirirgica controlada, o que possibilita a andlise de intensidade da condicéo
neuropatologica e viabiliza o uso de métodos de intervencgéo para o desenvolvimento
da hipétese do experimento, por exemplo, a ativacdo mecanica voluntaria como
indicativo da existéncia de células intactas no trajeto nervoso, sugerindo a presenca
de reparo em algum nivel da lesdo (BOADA et al., 2015; SAVASTANO et al., 2014),
e mesmo feita a investigacdo em roedores, é provavel que se aplique de forma
similar em todos os mamiferos (NASCIMENTO et al., 2015; SVENNIGSEN; DAHLIN,
2013).
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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos do tratamento da sericina, associada ou ndo ao
exercicio de natacdo, com sobrecarga, sobre o reparo inicial do nervo isquiatico
ap6s compressédo, em ratos Wistar.

Métodos: Foram separados 40 animais em cinco grupos: controle; lesdo; lesao-
sericina; lesdo-natacdo; e lesdo-sericina-natacdo. Durante o procedimento de
axonotimese, foi aplicada sobre a leséo a sericina nos grupos lesao-sericina e leséo-
sericina-natacdo. Os grupos lesdo-natacdo e lesdo-sericina-natacdo realizaram
exercicio de natagcdo com sobrecarga, por uma semana, iniciando no terceiro dia
pos-operatorio (PO), sendo avaliados quanto a funcdo, a nocicepcdo e a
hipernocicepcdo. A eutanasia foi realizada no 8° PO, e dois fragmentos do nervo
foram coletados e preparados para andlise quantitativa e descritiva, com relagcéo a
quantidade total de fibras nervosas viaveis, ndo viaveis, diametro da fibra nervosa,
do axbnio e espessura da bainha de mielina.

Resultados: No indice funcional isquiatico ndo houve melhora significativa até o
oitavo dia. O teste de “Von Frey” na cicatriz cirdrgica e fascia plantar indicaram
reducdo do quadro algico e alodinia, para os grupos lesdo-natacdo e lesao-sericina-
natacdo. A analise morfolégica apresentou caracteristicas semelhantes nos grupos
lesdo-sericina, lesdo-natacdo e lesdo-sericina-natacdo, porém houve diferenca
numeérica significativa de fibras nervosas ndo viaveis menores dos grupos leséo-
natacao e lesdo-sericina-natacéo em relacéo aos demais.

Conclusbes: A proteina sericina isolada apresentou caracteristicas pré-inflamatérias.
Houve melhora da alodinia e reducédo do quadro algico no local da incisao cirurgica,
vinculado a possivel efeito aquatico. Nao houve evidéncias aceleracdo do reparo
nervoso no oitavo dia apoés a leséo.

Palavras-chave: Biomateriais, Compressdo nervosa, Exercicios em meio aquético,

Proteina da seda.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the effects of sericin treatment, associated or not with
swimming exercise, with overload, about initial sciatic nerve repair after compression,
in Wistar rats.

Methods: 40 animals were divided into five groups: control; Injury; Injury-sericin;
Injury-swimming; and injury-sericin-swimming. During the axonoemesis procedure,
the sericin injury was applied to the injury-sericin and injury-sericin-swimming groups.
The injury-swimming and injury-sericin-swimming groups underwent swimming
overload for one week, beginning on the third postoperative day (PO), being
evaluated for function, nociception and allodynia. Euthanasia was performed at the
8th PO, and two fragments of the nerve were collected and prepared for quantitative
and descriptive analysis, in relation to the total amount of viable, non-viable nerve
fibers, nerve fiber diameter, axon and myelin sheath thickness.

Results: In the sciatic functional index there was no significant improvement until the
eighth day. The "von Frey" test in the surgical scar and plantar fascia indicated
reduction of pain and allodynia for the injury-swimming and injury-sericin-swimming
groups. The morphological analysis presented similar characteristics in the injury-
sericin, injury-swimming and injury-sericin-swimming groups, but there was a
significant numerical difference of smaller non-viable nerve fibers between the injury-
swimming and injury-sericin-swimming groups compared to the others.

Conclusions: The serine protein isolated presented proinflammatory characteristics.
There was improvement of allodynia and decrease of the pain at the site of the
surgical incision, linked to a possible aquatic effect. There was no evidence of
acceleration of the nerve repair on the eighth day after the injury.

Key words: Biomaterials, Nerve compression, Water exercises, Silk protein.
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Introducéao

Lesbes nervosas periféericas (LNPs) séo frequentes, principalmente as
traumaticas, como a compressao, 0 esmagamento e o estiramento, o que implica em
alteracdes na funcdo motora voluntaria, levando a morbidades, incapacidades nas
atividades de vida diaria e laborais. O tratamento geralmente € longo, com
consequente aumento dos custos para o0s sistemas de saude publico e
previdenciario,! tendo maior incidéncia em adultos jovens.?

Diversas abordagens terapéuticas sdo utilizadas no tratamento de LNPs,?
havendo beneficios do exercicio fisico na regeneracdo nervosa periférica, como o
aumento da forca, resisténcia e mobilidade,*” além da melhora na mielinizacdo e
desenvolvimento das fibras nervosas.®

Exercicios em ambiente aquatico apresentam bom prognéstico, revelando
melhora na recuperacdo funcional apds lesdo do nervo isquiatico,>® favorecem a
remocdo de mielina degenerada,” a recuperacdo do didmetro axonal,® além de
estimular o crescimento e desenvolvimento de novas células e aumentar a presenca
de fatores de crescimento neuronais.’ Teodori et al.,’ relatam que a natacdo
aplicada nas fases agudas e tardias, em modelos de compresséo nervosa, revelou
uma aceleracao no processo de regeneracdo do nervo isquiético.

Contudo, outras pesquisas demonstraram atrasos na recuperacéo funcional

com esse tipo de exercicio,® ou nenhum efeito sobre a forca muscular,

e pelo
processo de regeneracao lento, problemas como a reinsergcéo nervosa inadequada e
ineficiéncia da funcéo nervosa sao possiveis, gerando impactos diretos no resultado

final.! Isto denota a necessidade de investigacdo sobre o efeito do exercicio fisico no
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reparo nervoso, bem como a associacdo deste com substancias auxiliares do
processo.

Nesse sentido, o biopolimero da seda sericina, apresenta potencial uso em
biomedicina. Tal proteina, produzida pela lagarta bicho-da-seda (Bombyx mori),
juntamente com a fibroina, compdem o casulo de seda.'* A sericina demonstrou
influéncia na regeneracdo de tecido cartilaginoso, favorecendo a proliferacdo
celular,'* acelerando a regeneracdo de tecido cutaneo,™® atuando no processo de
cicatrizacéo e podendo levar a menores niveis de mediadores inflamatérios.***> No
reparo neuronal Wang et al.,*® demonstraram seu efeito neuroprotetor, promovendo
0 crescimento in vitro de neurbnios. Além disso, outros potenciais efeitos tornam a
sericina foco de interesse em diversos segmentos, visto as possibilidades de uso.

Diante do exposto, a sericina apresenta amplas possibilidades de aplicacoes,
como no reparo de LNPs e, assim, este estudo objetivou analisar os efeitos do
tratamento da sericina, associada ou nao a exercicio de natacdo, com sobrecarga,
sobre o reparo do nervo isquiatico apdés compressao, em ratos Wistar no periodo

inicial do reparo nervoso.

Material e métodos

Caracterizagdo da amostra

A pesquisa seguiu todos os procedimentos experimentais e foi aprovada pelo
Comité de Etica em Uso Animal. Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com
8 + 2 semanas de idade e peso de 255,37 + 27,39, mantidos em ambiente
controlado, ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 25 + 1°C, agua

e racdo ad libitum. Esses animais foram separados, equitativa e aleatoriamente em
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cinco grupos: controle (CON), ndo realizou nenhum tipo de procedimento; lesédo
(LES), realizado protocolo de lesédo nervosa isquiatica e ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento; lesdo-sericina (LSER), protocolo de lesdo nervosa isquiatica e tratado
com aplicacdo da proteina sericina hidrolisada diretamente na leséo; lesdo-natacéo
(LNAT), lesdo nervosa isquiatica e tratamento com natacdo; e lesdo-sericina-
natacdo (LSRNT), submetido a lesdo nervosa, tratamento com sericina, e
posteriormente natagao.

Todos os animais foram submetidos as mesmas avaliacbes ao longo do

periodo experimental.

Lesdo nervosa isquiatica e aplicacéo da proteina sericina

Prévio ao procedimento cirlrgico, os animais foram pesados e anestesiados
com cloridrato de quetamina (95 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (12 mg/Kg) via
intraperitoneal. Na sequéncia, o animal foi posicionado em decubito ventral, com
abducdo dos quatro membros, e preparada a regido cirargica do membro pélvico
direito. A incisao foi realizada paralelamente as fibras musculares do biceps femoral,
possibilitando a exposicdo do nervo isquiatico. Com auxilio de uma pinca
hemostéatica, o nervo isquiatico foi comprimido durante 30 segundos, utilizando-se
como referéncia de pressdo o segundo dente da cremalheira.'’ A compressao
nervosa foi realizada, pelo mesmo pesquisador. Em seguida foi realizada uma sutura
epineural na regiao lesionada, com fio de nylon 10.0, possibilitando a localizagédo
exata da lesdo e coleta dos segmentos do nervo no momento da eutanasia.>

Ap6s a marcacdo epineural, os animais de LSER e LSRNT receberam a

aplicacdo de 100 pL de sericina hidrolisada, por animal, por meio de uma unica
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aplicacdo.'® Posteriormente, foi realizado o fechamento cirGrgico por camadas, e
realocacdo nas mesmas condi¢cdes pré-cirurgicas.

A sericina foi obtida diretamente de casulos de B. mori, fornecidos pela
industria sericicola BRATAC Silk do Brasil (Londrina, Parana, Brasil). Os casulos
foram cortados em fragmentos de aproximadamente 1 cm? e submetidos ao
processo de extracdo por alta pressdo e alta temperatura em autoclave (CS 30 —
Prismatec, Itu, SP, Brasil), a 120° C e pressdo de 1 kgf/cmz, por 1 hora.*® N&o houve
adicdo de produtos quimicos durante a extracdo e foi utilizado 100 mL de agua
destilada para cada 6 g de casulo. A fibroina foi separada utilizando-se uma peneira
de 18 malhas, a solucdo de sericina foi congelada (-20°C) e utilizada na forma

hidrolisada durante o experimento.

Natacao

O exercicio de natacgéo foi realizado com sobrecarga de 10% do peso corporal
do animal, durante 15 minutos. A carga foi composta por pesos de chumbo, fixados
na regiao abdominal com cinta de velcro, visando a nao interferir na mobilidade
durante o exercicio. O protocolo iniciou no 3° dia apés a realizagdo da axoniotmese
e mantido diariamente até o 7° dia, sendo realizada a eutanasia dos animais no 8°
dia. A carga foi determinada diariamente pela pesagem prévia dos animais.

Nos dez dias que antecederam ao procedimento cirargico, todos os animais
foram habituados ao protocolo de natacdo e aos testes. Os animais de CON, LES e
LSER, nao realizaram o protocolo de exercicio, porem foram submetidos ao
ambiente aquatico por 10 segundos, nos mesmos dias do treino estabelecido de

LNAT e LSRNT, simulando o estresse do ambiente aquético.?’ Foi utilizado um
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tanque oval, com 60 cm de profundidade e capacidade para 200 L, e temperatura de

32 + 1°C.

indice funcional do isquiatico (IFC)

Para mensurar o indice funcional do isquiatico, foi utilizada uma esteira
acoplada a um sistema de imagem (Insight®), que obteve dados das pegadas dos
animais. As medidas de: comprimento da pata (distancia entre os dois pontos
extremos da pegada longitudinalmente), espalhar total dos dedos (distancia entre os
dois pontos mais extremos da pegada transversalmente), espalhar dos dois dedos
intermediarios, tanto do lado experimental, quanto do contralateral, foram
submetidos a formula especifica, apresentados em percentual negativo, sendo 0
(zero) representativo de funcédo normal e -100 (menos 100) representativo de perda
total da funcado.?

Foram realizadas cinco avaliagdes, sendo a primeira (AV1) 24 horas antes do
procedimento cirdrgico, a segunda (AV2) no 3° dia do pés-operatorio, antes de iniciar
o protocolo de natacédo e a terceira (AV3) também no 3° dia. Todavia, apos o término
da natacdo, a quarta avaliacdo (AV4) foi realizada no 7° dia ap0s o tratamento por
natacdo e, a quinta (AV5) realizada previamente a eutanasia, no 8° dia de poés-
operatério. A ordem dos testes foi estabelecida e seguida durante todo o
experimento, sendo primeiro o teste do IFC, em seguida o teste com analgesimetro
digital de “Von Frey”, porém a ordem de realizagdo foi randomizada a fim de

minimizar a influéncia do tempo e fadiga dos avaliadores.

Teste tipo filamento de “Von Frey” Digital
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O analgesimetro digital tipo filamento de “Von Frey” (Insight®), consistiu na
aplicacdo de um filamento na regido do procedimento cirdrgico, com o animal
contido, sendo posicionada a ponteira de polipropileno perpendicularmente a area,
com aumento gradativo da pressdo exercida até que o animal realizasse o
movimento de retirada do membro pélvico. Em seguida, foi realizado o mesmo
estimulo na face plantar do membro pélvico direito, com o animal em uma caixa
elevada com piso de tela, possibilitando o acesso e 0 posicionamento perpendicular
com o aumento gradativo da pressao do filamento, sendo interrompido o teste assim
gue o animal elevasse o membro, ficando registrado o valor da forca necessaria
para retirada. Foram realizadas trés medidas por avaliacdo, em cada regido, e

adotada a média entre elas para analise estatistica.?

Coleta e eutanasia

No 8° dia apds o procedimento de lesdo nervosa, 0os animais foram pesados e
anestesiados. O nervo isquiético direito foi coletado e seccionado no sentido distal
em dois fragmentos de um cemtimetro cada. O primeiro (fragmento proximal) foi
obtido imediatamente apds o ponto de leséo, identificado pelo fio de nylon 10.0, e o
segundo (fragmento distal) foi coletado na sequéncia. ApGs esse procedimento, 0s

animais ainda sob o efeito do anestésico foram eutanasiados.

Analise morfologica

Os fragmentos do nervo isquiatico foram fixados em paraformoldeido
tamponado, por 24 horas, sendo que o fragmento distal foi pré-corado com tetroxido
de 6smio 2%. Posteriormente, foram processados para emblocamento em parafina

histologica e cortados transversalmente em 5 pm de espessura. As laminas obtidas
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do fragmento proximal foram coradas em hematoxilina e eosina (H/E),?® para as
analises descritivas do nervo, enquanto que o distal foi submetido as anélises
morfométricas. Na sequéncia, as laminas foram fotomicrografadas em microscépio
Olympus BX 50.

Para as analises morfométricas utilizou-se o programa Image-Pro-Plus 6.0, no
qual foram observados os seguintes parametros: quantidade total de fibras nervosas
viaveis (FNV), quantidade total de fibras nervosas nao viaveis (FNNV), diametro do
axbnio (DAX), diametro da fibra nervosa (DFN), e espessura da bainha de mielina
(EBM), sendo consideradas FNNV, aquelas que ndo apresentassem contornos
definidos, passiveis de mensuracdo. As fibras nervosas foram analisadas com

relacdo ao diametro, em menores e maiores que 4 um. Para tanto, foi utilizado como

I.,24 |.’25

base os estudos de Mazzer et a e Mandelbaum-Livnat et a gue descreveram
a presenca de fibras nervosas de diametros menores e maiores em lesdes do nervo
isquidtico. Foram efetuadas quatro imagens de cada corte, sendo nos quadrantes
superior esquerdo, superior direito, inferior esquerdo e inferior direito, em aumento
de 1.000 vezes. A andlise foi feita de forma cega com relacdo aos grupos, sendo 25
fibras maiores e 25 menores de 4 um de didametro, por quadrante, totalizando 200

fibras por nervo, ou até sua totalidade.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por meio de estatistica descritiva e analisados
guanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Verificada a normalidade dos
dados, procedeu-se a analise por Anova unidirecional, com pés-teste LSD (teste t),
sendo o nivel de significancia de a = 0,05, para tanto se utilizou o programa Bioestat

5.0.
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Resultados

indice funcional isquiatico

O CON nao demonstrou diferencas significativas entre as cinco avaliacfes
realizadas nesse grupo (p=0,870). JA LES, LSER, LNAT e LSRNT apresentaram
comportamento idéntico, havendo diferenca significativa da AV1, realizada
previamente a lesédo, para as demais avaliagcdes (AV2, AV3, AV4 e AV5) efetuadas
apos a lesao (p<0,001).

Na comparacao entre os grupos, no momento das avaliacbes, em AV1 nao
houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,274). Nos momentos AV2, AV3,
AV4 e AV5, houve diferencas entre CON e todos os demais grupos (p<0,001)

(Tabela 01).

Tabela 01 — Média e desvio padrdo do IFC referente a eutanasia do oitavo dia, e
diferencas estatisticas.

CON LES LSER LNAT LSRNT

AV1 -12,1+24,0% 3,07+21,4* -17,2+16,2*" -7,0¢7,1* -13,5+19,8*"
AV2 -10,1+14,9°* -60,02+19,2°® -66,0+9,5°® -67,5+7,6°® -63,7+16,7°®
AV3 -51+253°" _6264+10,8°® -67,2+11,8°® -50,6+34,3°® -71,6+19,65"B
AV4 -0,7+11,6°* -55,40+12,5°® -61,6+16,9°® -61,5+19,0°® -58,9+36,3"®
AV5 -9,3+27,8°" .57 58+228°® -68,2+8,0°® -62,3+19,3°® -64,0+15,6"®

Obs.: Letras minlsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa no grupo quando
comparado suas avaliagcdes (coluna), letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos no momento da avaliacéo (linha).

Teste com analgesimetro tipo filamento de “Von Frey” digital

Diante do teste de filamento tipo “Von Frey” digital, na regido da cicatriz
cirurgica, o CON ndo demonstrou diferencas significativas (p=0,530). Ja o LES e
LSER se comportaram de forma idéntica, apresentando diferenca da AV1 para as
demais (p<0,001). LNAT obteve diferenca da AV1 para as demais (p<0,001), e da

AV2 para AV4 (p=0,018) e AV5 (p=0,023), tendo LSRNT comportamento idéntico,
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com diferenca da AV2 para AV4 (p=0,006) e AV5 (p=0,002), indicando uma reducédo
do quadro algico no decorrer tempo.

Ainda em referéncia a cicatriz cirargica, na comparacao entre 0s grupos, nao
houve diferenca significativa na AV1 entre os grupos (p=0,383). Nos momentos AV2
e AV3, foram observadas diferencas entre CON e todos os demais grupos
(p<0,001). Em AV4 houve diferenca entre CON e os demais (p<0,001), e de LSER
para LES (p=0,015), e LSRNT (p=0,011). Para AV5 identificou-se diferenca entre
CON e os demais (p<0,001), do LSER para o LES (p=0,020) e LSRNT (p<0,001), e

LNAT para o LSRNT (p=0,030) (Tabela 02).

Tabela 02 — Média e desvio padrdo do teste de “Von Frey” da cicatriz cirurgica, e da
fascia plantar referente a eutandsia do oitavo dia, e diferencas estatisticas
significativas.

CON LES LSER LNAT LSRNT

AV1 1454+10,1* 137,2+13,6*" 136,3+13,5*" 130,1+10,9*" 139,6+19,7*"

Cicatriz  AV2 143,4+13,2* 48,4+8,6°  38,1+155"° 39,9+9,5°°  38,9+14,0"°
CirGrgica AV3 144,7+159%  49,0£#12,2°° 36,6+15,0°°  48,3+4,7°°®  48,8+9,5°°"
AV4  150,0+13,5* 57,746,9°®  44,2+11,6°°  51,0%+8,1°%¢ 58,4+6,6°°

AV5 153,8+10,3** 54,5+9,3"° 43,7+7,4°°  50,5+6,9°°¢ 60,6+6,8°

AVl 68,1+11,5% 68,4+13,0* 55,3+13,1**  68,0+10,0*" 70,9+7,1*

Fascia AV2 66,0+9,9*"  32,6+11,3"®  31,9+10,1°° 23,6+6,7°° 24,0+4,7°°
Plantar  AV3  68,3+10,8* 35,1+11,3°® 29,4+11,4°®  30,545,3°®  31,4+8,9°"
AV4  74,1+152* 39,5+7,6°° 32,5+8,8°®  36,0+5,6°" 36,7+8,2°°

AV5  69,7+11,9%" 39,0+11,0°°° 31,0+6,8°° 41,6+3,6°°  30,5+4,4°°°

Obs.: Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa no grupo gquando
comparado suas avaliagbes (coluna), letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos no momento da avalia¢éo (linha).

Na regidao da fascia plantar, o CON ndo demonstrou diferencas entre as
avaliagbes (p=0,77). JA4 LES e LSER apresentaram similaridades, mostrando
diferenca da AV1 para as demais (p<0,001). No LNAT houve diferencas entre a AV1
e as demais (p<0,001) e, entre a AV2 para AV4 (p=0,015) e AV5 (p<0,001), e da
AV3 para a AV5 (p=0,004), jA o LSRNT apresentou diferenca da AV1 para as

demais (p<0,001) e de AV2 para AV4 (p=0,001).
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Na comparacdo entre os grupos, referente a fascia plantar, ndo houve
diferenca no momento da AV1 (p=0,1014). J& em AV2, AV3 e AV4, foram
observadas diferencas entre CON e os demais grupos (p<0,001). A AV5 mostrou
diferenca entre CON e os demais grupos (p<0,001) e de LNAT para LSER

(p=<0,0241) e LSRNT (p=0,0181) (Tabela 02).

Anélise morfoldgica

O nervo isquidtico do CON revelou caracteristicas teciduais e celulares
preservadas, formado por fibras nervosas de diferentes didmetros, mielinicas e
amielinicas, com presenca das células de Schwann (Figuras 1A e Al). As bainhas
conjuntivas, endoneuro, perineuro e epineuro também se apresentaram
preservadas. No grupo LES a maioria das fibras nervosas se apresentaram
alteradas, didmetro diferenciado do CON, aumento no numero de células de
Schwann, infiltrado inflamatério, que formaram aglomerados de células gigantes e
macrofagos (Figuras 1B e Bl).

Nos grupos SER, LNAT e LSRNT (Figuras 1C-1E e C1-E1l), os aspectos
morfologicos estavam semelhantes entre si, com alteracdo axonal, hiperceluralidade,
decorrente do aumento no numero de células de Schwann e da presenca de
infiltrado inflamatorio.

A contagem do numero total de FNV, tanto as fibras de diametro maior,
quanto as menores de 4 um, mostraram diferenca estatistica de todos os grupos em
relacdo ao CON (p<0,001). Ja os valores de FNNV maiores, mostraram diferenca do
CON em relacdo aos demais grupos (p<0,010). Na varidvel FNNV menores, foram

observadas diferencas entre CON e os demais grupos (p<0,001), de LES entre
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Figura 01 — Fotomicrografias do nervo isquiatico de ratos Wistar no 8° dia pos-lesdo, corte transversal,
hematoxilina-eosina (A - E) e tetroxido de 6smio (A1 — E1). A e Al, grupo controle, fibras nervosas integras, com
axonio e bainha de mielina (seta fina), nicleo de células de Schwann (seta curva), vaso sanguineo (Vs) e
endoneuro (En). B e B1, grupo lesédo com fibras nervosas degeneradas (seta azul), infiltrado inflamatério (circulo
pontilhado) e células de Schwann. C e C1, grupo sericina; D e D1, grupo natacdo; e E e E1, grupo sericina e
natacdo com fibras nervosas degeneradas, nucleo de células de Schwann, hipercelularidade, infiltrado
inflamatorio, fibras de pequeno diametro (ponta de seta) e vasos sanguineos.

todos os grupos (LSER p=0,028, LNAT p<0,001 e LSRNT p<0,001), e de LSER para
todos (LNAT p=0,038 e LSRNT p=0,006).

Na analise da média dos DFN dos grupos maiores que 4 pm, foram
observadas diferencas somente de CON para os demais grupos (p<0,001). Ja a
média do DFN menores, ndo houve diferenca (p=0,860), 0 mesmo ocorreu na
avaliacdo da média dos DAX das fibras maiores (p=0,200) e menores (p=0,630). Na
avaliacdo da EBM maiores, houve diferenca do CON para os demais (p<0,001) néo

sendo observado diferenca nas fibras menores (p=0,086) (Tabela 03).

Tabela 03 — Comparativo das médias, maiores e menores de 4 um, no oitavo dia de
pés-operatorio, de fibras nervosas viaveis (FNV), fibras nervosas ndo viaveis
(FNNV), diametro das fibras nervosas (DFN), diametro dos axbénios (DAXN) e
espessura da bainha de mielina (EBM).

CON LES SER LNAT LSRNT

>4 um 590,1+40,5* 15,5+#8,0° 14,5+19,3° 7,0+4,5° 6,1+3,2°

FNV' caum 185#120°  50#38°  36+16°  466:361°  4.3+2.8°
ENNY > 4HM 17,8+4,3"  411,1+11,2° 487,6+51,0° 449,5+84,9° 438,8+48,0°
<4pm  0,0£0,0°  56,5+23,3° 93,1+24,1° 127,6+20,4° 139,8+46,6°

DEN > 4Hm 9,0+0,4" 6,7+1,1° 6,5+0,2° 6,7+1,1° 6,5+1,4°

<4pm  3,4+0,1" 3,4%0,3" 3,30,3" 3,3x0,5" 3,3x0,3"

DAXN > 4Hm 4,0+0,4" 3,2+0,5" 3,1+0,3" 3,4+0,8" 3,3+1,0"

<4um  1,5+0,1* 1,57+0,2" 1,4+0,1" 1,52+0,2* 1,5+0,1%

gy A MM 2,5+0,1% 1,7+0,2° 1,6+0,1° 1,6+0,2° 1,5+0,2°

<4pym  0,9+01" 0,9+0,1% 0,9+0,1% 0,9+0,2" 0,8+0,1"

Obs. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos (linha).

Discusséo
A localizagdo periférica do nervo isquiatico o expde a lesdes nervosas nos
membros inferiores, principalmente aquelas que produzem como sintoma a ciatalgia,

0 que interfere na transmissdo dos impulsos nervosos o que pode implicar em
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incapacidade funcional, com potencial impacto socioecondmico negativo afetando,
sobretudo, individuos jovens e produtivos.??°

O modelo de lesdo abordado nesta pesquisa foi proposto por Bridge et al.*’
produzindo uma compressdo, em que ocorre rompimento de axonios e desencadeia
um processo denominado degeneracdo Walleriana, no sentido distal a lesédo, e que
ocorreu em todos os grupos que foram submetidos a lesdo neste estudo. Esse
processo afeta a estrutura das fibras nervosas em um espaco de tempo de cerca de
dois a trés dias, sendo que uma cascata de eventos é disparada a partir do local da
lesdo e envolve, entre outros fatores, a migracdo de macrofagos, proliferacdo de
células de Schwann, mudancas nos constituintes da matriz extracelular e
reorganizacdo do espaco endoneural, como verificado no presente estudo, além da
producéo de citocinas e aumento de neurotrofinas.?®

A hipercelularidade verificada nos grupos lesionados resultou de diversos
tipos celulares voltados a reorganizacdo tecidual e funcional, tais como os
macréfagos, presentes no coto distal, que removem o0s restos mielinicos em
degeneracgdo, entre o segundo e o sétimo dia apds a lesdo. Com a extrusao inicial
da bainha de mielina, em até trés dias apés a lesdo do axodnio, se inicia a divisao e
proliferacdo das células de Schwann, o que explica a grande quantidade de células
observadas no oitavo dia apés a lesdo. As células de Schwann também realizam
fagocitose e estdo associadas a producdo de substancias quimiotaxicas, elas se
alinham ao longo da lamina basal, formando as bandas de Bungner, e auxiliando na
orientacdo do crescimento axonal.?®

A regeneracao axonal periférica depende de uma resposta inflamatoria rapida

e eficiente, visto que as células de Schwann e macréfagos comunicam-se por meio

de redes de citocinas, controlando a fagocitose e fatores de crescimento. Em
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roedores, a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias, inicia de trés a cinco horas apés
a lesdo e o niumero de macréfagos, tanto endégenos quanto sistémicos, atinge seu
maximo de quatro a sete dias ap0s a lesdo. Esses fatos explicam a hipercelularidade
observada no oitavo dia apés a lesdo. Atrasos nesse processo podem levar a perda
da capacidade regenerativa.?®

Para fins de comparacéo, ndo foram encontrados estudos similares do uso da
sericina em LNP’s, sendo este o primeiro estudo mostrando os dados morfoldgicos e
funcionais advindos da aplicacdo deste biomaterial, seja tratado diretamente ou néo
sobre a lesdo. No entanto, a perspectiva no que diz respeito a aplicacdo da sericina
em outros tecidos se mostrou promissora, 314151 jeyantando a expectativa de sua
aplicacao no reparo nervoso periférico.

Quanto aos resultados obtidos no IFC, existiu diferenca somente entre o CON
e 0s demais grupos, quando comparado intergrupos, e individualmente houve
diferenca somente da AV1, realizada previamente a lesdo. Dessa forma, o modelo
de lesdo apresentou-se eficaz em causar alteracdes significativas na fungdo motora
dos animais e perdurou em todos os grupos de intervencdo, até o oitavo dia apos a
les&o nervosa.

Oliveira et al.,? relataram que a natacdo com sobrecarga na fase inicial da
regeneracdo causou danos a recuperacdo funcional, e a associacdo com
estimulacdo elétrica, ndo teve efeito sobre o reparo nervoso, propondo que 0s
protocolos de intervencédo evitem sobrecarga. Contudo, Lés et al.,?’ defendem que a
intervencao precoce em meio aquatico, apos reparo cirdrgico de uma lesdo nervosa
periférica completa, ndo compromete 0 processo regenerativo e estimula a
neovascularizacéo fisiolégica. De forma concordante Teodori et al.,® citaram que o

exercicio de natacdo, na fase aguda e tardia da lesdo nervosa periférica do nervo
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isquidtico, em ratos Wistar, por esmagamento, acelera a regeneracdo nervosa e
melhora a transmissdo sinaptica. Porém, os dados obtidos neste estudo, néo
revelaram melhora funcional nos grupos lesionados, no oitavo dia apés a leséo.

Alteracbes algicas relacionadas as intervencgoes, evidenciadas por meio do
teste com o analgesimetro digital, realizado na regido da incisao cirargica, encontrou
na comparacao por grupo, que o CON nao demostrou alteracdes, ja nos demais
grupos a AV1 se mostrou diferente das avaliagdes seguintes, o que se deve a AV1
ter sido realizada previamente ao procedimento cirdrgico. Nos grupos LNAT e no
LSRNT ocorreu um aumento do limiar nociceptivo no decorrer do tempo, relacionado
a um efeito do exercicio aquatico, pois somente 0sS grupos com intervencao por
exercicio demonstraram esse comportamento, 0 que sustenta estudos que citam
exercicios como estratégia eficaz para o controle do processo inflamatério e da dor,
pois alteram os niveis de citocinas inflamatérias, neurotrofinas, neurotransmissores e
opidides endégenos.?®

Nas AV2 e AV3, houve diferenca entre o CON e os demais grupos, e na AV4,
denota-se diferenca entre o LSER para o LES e LSRNT, sendo que o LSER teve o
pior desempenho, denotando que a sericina, usada de forma isolada, se mostrou
irritativa, com acgdo pro-inflamatéria, na fase inicial de reparo. Alguns autores
sugerem que o0 uso de sericina aumenta a resposta inflamatéria, por causar
hipersensibilidade, decorrentes de respostas imunitarias exacerbadas.”® Ressalta-
se, entretanto, que 0 aumento da resposta inflamatéria € quesito importante a ser
considerado na regeneracdo nervosa.?® Aramwit et al.,** destacaram que a sericina
nao é toxica e pode promover cicatrizacdo de feridas cutaneas, sendo que 0s niveis
de mediadores inflamatorios IL-13 e TNF-a, observados sete dias apos a lesdo, sdo

significativamente inferiores em feridas tratadas sem a sericina. Em estudo
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comparativo nas fibras de seda, com e sem a sericina, observou-se que nas fibras
com sericina houve a ativacdo de células inflamatdrias, como polimorfonucleadas,
leucécitos, eosindfilos e macréfagos.®

Com a lesé@o do nervo isquiatico o teste realizado na regido da fascia plantar
com o analgesimetro digital, buscou identificar alteracbes por alodinia, com
referéncia ao trajeto nervoso. Na comparacdo individual, LES e LSER, se
comportaram de forma idéntica. No LNAT houve diferenca da AV2 para a AV4 e
AV5, e no LSRNT da AV2 para AV4, mostrando uma melhora da sensibilidade em
ambos 0s grupos, podendo estar associada ao efeito aquatico, visto que, somente
0S grupos submetidos ao tratamento por exercicio de natacdo, mostraram melhora
no decorrer do tempo, concordando com estudos que sugerem a hatacdo como fator
para melhorar alodinia em modelos de dor neuropética, mas 0s mecanismos nao sao
completamente compreendidos.?®

No momento da AV5, o LNAT foi diferente de LSER e LSRNT, tendo melhor
desempenho, porém néao foi diferente do LES, sendo as piores médias associadas
ao uso da sericina, evidenciando novamente, um efeito pré-inflamatario.

Com relacdo aos achados morfométricos, observou-se que a quantidade de
FNV, tanto as menores quanto as maiores, mostraram diferenca do CON para todos
os demais grupos, comprovando que até o oitavo dia, a lesdo nervosa ainda era
significativa. J& a quantidade de FNNV menores de 4 um, mostrou diferenca do LES
para todos os demais e do LSER também para todos os demais, porém com 0s
menores valores observados, ja NAT e SRNT foram diferentes de todos os grupos,
obtendo os maiores valores. Ressalta-se, no entanto, que nao é possivel afirmar se
estas FNNV estdo em processo de regeneracdo ou degradacao. A tendéncia é que

fibras maiores alteradas estejam em processo de degeneracao e fibras menores,
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estejam em regeneracdo. Sendo assim, 0 processo de regeneracdo ainda em fase
inicial, ndo evidenciou sinais de viabilidade, justificando a falta de funcionalidade
adequada observada, todavia, a diferenca numérica entre os grupos, que foi
significativamente maior em LNAT e LNTSR, pode indicar que houve regulacdo da
acao pro-inflamatoria da proteina sericina pelo exercicio de natacao.

Ja o DFN maiores de 4 um apresentou diferenca do CON para os demais
grupos, nao havendo diferenca entre as menores, também ndo havendo diferenca
significativa no DAX, tanto maiores quanto menores. A EBM das fibras maiores de 4
um mostrou diferenca do CON, jaA nas menores ndo houve diferenca, revelando
pouca influéncia nessas variaveis, no oitavo dia.

Considerando que o processo inflamatério é fundamental para regeneragao
nervosa,”® alguns estudos mostraram que a sericina foi responsavel por inducéo de
citocinas proé-inflamatoérias e aumento da fagocitose, além de mostrar estimulacéo do
fator de transcricdo NF-Kb e p38 quinase, que estdo amplamente envolvidos na
regulacdo de vias pré-inflamatérias® e levando em consideracdo o estudo de
Teodori et al.,> que relatam o exercicio de natacdo, na fase aguda da les&o nervosa
periférica do nervo isquiatico, por esmagamento, em ratos Wistar, acelera a
regeneracao nervosa e melhora a transmissao sinaptica, existe a possibilidade de
regulacdo da acdo pré-inflamatéria da proteina sericina pelo exercicio de natacgéo,
guando observados os resultados da sua associagcdo, necessitando estudos por
tempo prolongado para analisar o comportamento desta relacgdo em uma fase mais

tardia do reparo nervoso.
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Conclusao

A proteina sericina, aplicada diretamente sobre a lesdo nervosa isquiatica,
apresentou caracteristicas pro-inflamatorias. Ja a natacdo isolada mostrou melhora
da hipernocicepcdo em relacdo as demais intervencoes, vinculado a um possivel
efeito aquatico. Nao houve sinais de aceleracdo do processo de reparo nervoso no

oitavo dia apos a leséo.
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6 ARTIGO CIENTIFICO 02

A PROTEINA DA SEDA SERICINA NO REPARO NERVOSO PERIFERICO
ASSOCIADA AO EXERCICIO FISICO DE NATACAO EM RATOS WISTAR

RESUMO

Introducédo: Lesdes no sistema nervoso periférico geram alteracbes na funcéo
motora voluntaria, levando a incapacidades que implicam na diminuicdo da
qualidade de vida e no aumento dos custos para o sistema de saude publico. Nesse
sentido, € importante a indicacdo de terapias que acelerem o0 processo de
regeneracdo, como 0s exercicios fisicos. A natacdo, de modo especifico, tem
relevancia na recuperacao funcional. Ainda, diversos biomateriais vém sendo
investigados no auxilio da aceleracdo do processo regenerativo, e a proteina da
seda sericina, apresenta um grande potencial, pois tem acdo na regeneracao
tecidual e no processo de cicatrizagao.

Objetivo: Verificar a acdo da sericina, associada ao exercicio de natacdo com
sobrecarga, no processo de reparo do nervo isquiatico de ratos Wistar apos
compressao nervosa.

Métodos: 40 animais foram divididos em cinco grupos, sendo eles: controle (CON);
lesdo (LES); lesdo-sericina (LSER); lesdo-natacao (LNAT) e; lesdo-sericina-natacao
(LSRNT). Durante o procedimento de axoniotimese, foi aplicada diretamente sobre a
leséo, a sericina na forma hidrolisada nos grupos LSER e LSRNT. Os grupos LNAT
e LSRNT realizaram exercicio de natacdo com sobrecarga progressiva de 10%, 15%
e 20%, com progressdo semanal, totalizando 3 semanas de natacdo, sendo
avaliados quanto a funcéo, nocicepcao e alodinia. A eutanasia foi realizada no 22°
dia de pos-operatorio, e dois fragmentos do nervo foram coletados e preparados
para analise descritiva e quantitativa. Os resultados obtidos foram analisados
estatisticamente quanto sua normalidade e realizado ANOVA unidirecional, com pos-
teste de LSD.

Resultados: A avaliacdo do indice funcional isquiatico apresentou diferencas
significativas da funcdo motora do CON até o 14° dia, ndo mais apresentando tais
diferencas no 21° e 22° dias. Com relacéo a hipernocicepc¢ao o teste de “Von Frey’
digital revelou significativa melhora do desempenho do LNAT em relagcdo ao LES,
LSER e LSRNT, e o numero de fibras nervosas viaveis e ndo viaveis menores de 4
pum de didmetro, foram significativamente maiores no LSRNT que nos demais
grupos.

Conclusao: A associacao do tratamento de sericina e natacdo evidenciou efeito
regulador da acdo pro-inflamatdria da sericina pelo exercicio resistido de natagéo.
Palavras-chave: Biomateriais, Compressao nervosa, Exercicios em meio aquatico,
Proteina da seda.

ABSTRACT

Introduction: Injuries to the peripheral nervous system generate alterations in
voluntary motor function, leading to impairments that imply the reduction of quality of
life and increased costs for the public health system. In this sense, it is important to
indicate therapies that accelerate the regeneration process, such as physical
exercises. Specifically, swimming has relevance in functional recovery. In addition,
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several biomaterials have been investigated to aid in the acceleration of the
regenerative process, and the sericin silk protein has great potential because it has
an action on tissue regeneration and healing process.

Objective: To verify the action of sericin, associated to the overloaded swimming
exercise, on the regeneration process of the sciatic nerve of Wistar rats after 22 days
of nerve compression.

Methods: 40 animals were divided into five groups, being: control (CON); injury
(LES); injury-sericin (LSER); injury-swimming (LNAT) and; injury-sericin-swimming
(LSRNT). During the axoniothymese procedure, the sericin in hydrolyzed form was
applied directly to the lesion in the LSER and LSRNT groups. The LNAT and LSRNT
groups underwent a 10%, 15% and 20% progressive overload swimming exercise,
with weekly progression, totaling 3 weeks of swimming, being evaluated for function,
nociception and allodynia. Euthanasia was performed on the 22° postoperative day,
and two fragments of the nerve were collected and prepared for descriptive and
guantitative analysis. The results obtained were statistically analyzed as to their
normality and performed unidirectional ANOVA, with post-test of LSD.

Results: The sciatic functional index assessment showed significant differences in
the motor function of the CON until the 14th day, no longer presenting such
differences in the 21st and 22nd days. Regarding the alodyne, the digital "Von Frey"
test revealed a significant improvement in LNAT performance in relation to LES,
LSER and LSRNT, and the number of viable and non-viable nerve fibers smaller than
4 ym in diameter were significantly higher in the LSRNT than In the other groups.
Conclusion: The combination of sericin treatment and swimming showed regulating
effect of the sericin pro-inflammatory action by swimming resistance exercise.

Key words: Biomaterials, Nerve compression, Exercises in the aguatic environment,
Silk Protein.

INTRODUCAO

LesBes no sistema nervoso periférico sdo frequentes, o que implica em
alteracdes na funcdo motora voluntaria, levando a morbidades, incapacidades nas
atividades de vida diaria e laborais, ao déficit sensorial, & dor cronica e a atrofia
muscular. O tratamento geralmente é longo, com consequente aumento dos custos
para os sistemas de saude publicos e previdenciario (BRULL et al., 2015; HUANG et
al., 2012; SIQUEIRA, 2007; SOUZA; KRAYCHETE, 2014). Também causam
relevante impacto socioecondmico, pois a faixa etaria de maior incidéncia é a de
adultos jovens (MIRANDA; TORRES, 2016; SAADAT; ESLAMI; RAHIMI-
MOVAGHAR, 2011).

Diversas abordagens terapéuticas sdo utilizadas no tratamento de lesdes

nervosas periféricas (LNPs) (SAVASTANO et al., 2014), como o repouso inicial, as
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terapias medicamentosas, as intervengdes cirdrgicas e as nao cirargicas, como é o
caso dos exercicios fisicos (VALAT et al, 2010). Nesse sentido, estudos
demonstram beneficios do exercicio fisico na regeneracdo nervosa periférica, com
aumento de forca, de resisténcia e de mobilidade (NIJ et al., 2012; TEODORI et al
2011), além da melhora na mielinizacdo e desenvolvimento das fibras nervosas
(JANG e LEE, 2015).

Entre as modalidades de exercicio fisico, o realizado em ambiente aquatico,
apresenta resultados favoraveis, revelando efeitos benéficos vasculares (CHINKIN,
2013; RITTER et al., 2012; SILVA et al., 2011), melhora na recuperacao funcional
apos lesdo nervosa (JANG; LEE, 2015; POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010;
TEODORI et al., 2011), favorece a remocao de mielina degenerada (SARIKCIOGLU,;
OGUZ, 2001), traz beneficios a recuperacdo do diametro axonal (OLIVEIRA et al.,
2008), além de estimular o crescimento e o desenvolvimento de novas células e
aumentar a produgdo de fatores de crescimento neuronais (DISHMAN et al., 2006).
Ainda, Teodori et al. (2011) relatam que a natacdo aplicada nas fases agudas e
tardias, em modelos de compressao nervosa, promove aceleracdo do processo de
regeneracao do nervo isquiatico.

Contudo, outros estudos demonstraram atrasos na recuperacao funcional
com esse tipo de exercicio (OLIVEIRA et al., 2008), sem efeito sobre a forca
muscular (CORADINI et al, 2015). Além disso, podem ser observados diversos
problemas durante o processo de reparo nervoso, podendo apresentar déficits como
a reinsercdo nervosa inadequada levando a ineficiéncia da fung&o nervosa, gerando
impactos diretos no resultado final (BRULL et al, 2015; HUANG et al., 2012;
POSSAMAI; SIEPKO; ANDRE, 2010). Isso faz com que seja necessario, investigar
de forma mais ampla o efeito do exercicio fisico no reparo nervoso e a possiblidade
de associacdo ao tratamento de substancias bioativas, que possam auxiliar o
processo regenerativo.

Observadas possibilidades de associacdo ao exercicio fiscio, o biopolimero
proteico da seda, sericina, apresenta potencial uso em biomedicina (BARAJAS-
GAMBOA et al., 2016; HASSIBA et al., 2016). Essa proteina é produzida pela
lagarta bicho-da-seda (Bombyx mori) e, juntamente com a fibroina, séo utilizadas na
construcdo do casulo de seda (MONDAL; TRIVEDY; NIRMAL-KUMAR, 2007).

Estudos demonstraram a influéncia da sericina na regeneracdo de tecido
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cartilaginoso, favorecendo a proliferagdo celular (DINESCU et al.,, 2013), a
aceleracéo da regeneracéo de tecido cutaneo (ARAMWIT et al., 2013; ERSEL et al.,
2016), a atuacdo no processo de cicatrizacdo e levando a menores niveis de
mediadores inflamatorios (ARAMWIT et al., 2009; PADOL et al., 2012).

Quando considerados estudos da sericina em tecido nervoso, Wang et al.
(2015) demonstraram que a sericina obteve efeito neuroprotetor, promovendo o
crescimento in vitro de neurbnios. Além desses, outros potenciais efeitos, como
antioxidante na aplicacdo na industria de alimentos e cosméticos, agente terapéutico
na cicatrizacdo de feridas, estimulacdo da proliferacéo celular, além de efeitos como
agente antitumoral, antimicrobiano e anti-inflamatorio estdo sendo estudados. Tais
estudos tém tornado a sericina foco de interesse em diversos segmentos no intuito
de delimitar as possibilidades do seu uso (KUNZ et al., 2016).

Sendo assim, a sericina se apresenta como um biomaterial com diversas
possibilidades de aplicacbes, podendo ter efeito no reparo de LNPs e, com isso, este
estudo objetivou verificar a acao da sericina, associada ao exercicio de natacdo com
sobrecarga, sobre o reparo do nervo isquiatico em ratos Wistar, ap0s compressao

nervosa.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da amostra

A pesquisa, desenvolvida no Laboratério de Estudo de LesBes e Recursos
Fisioterapéuticos (LELRF) em conjunto com o Laboratorio de Biologia Estrutural e
Funcional (LABEF) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), seguiu
todos os procedimentos experimentais, e foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso
Animal (CEUA). Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com 8 + 2 semanas
de idade e peso de 268,75 + 35,05 gramas, mantidos em ambiente controlado, ciclo
claro-escuro de 12 horas, temperatura em 25 + 1°C, agua e racao ad libitum. Esses
animais foram separados, em cinco grupos: controle (CON), néo realizou nenhum
tipo de procedimento; lesdo (LES) passou por protocolo de lesdo nervosa isquiatica
e nao recebeu nenhum tipo de tratamento; lesdo-sericina (LSER), passou por

protocolo de lesdo nervosa isquiatica e foi tratado por aplicagdo da proteina sericina
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hidrolisada diretamente no local da lesdo, no momento do procedimento cirlrgico;
lesdo-natacdo (LNAT), submetido a lesdo nervosa isquiatica e tratamento por
protocolo especifico de natacéo; e lesdo-sericina-natacdo (LSRNT), submetido ao
protocolo de lesdo nervosa, tratamento de proteina sericina, e posteriormente
natacgao.

Todos os animais foram submetidos as mesmas avaliacbes ao longo do
periodo experimental. Os animais de CON, LES e LSER, néo realizaram o protocolo
de exercicio por natacdo, porém foram submetidos ao ambiente aquatico por 10
segundos, nos mesmos dias do treino estabelecido para LNAT e LSRNT, simulando
o0 estresse do ambiente aquatico (PERETTI et al., 2015).

Lesdo nervosa isquiatica e aplicacéo da proteina sericina

Antecedendo ao procedimento cirdrgico, os animais foram pesados e
anestesiados com cloridrato de quetamina (95 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (12
mg/Kg) via intraperitoneal. Na sequéncia, o animal foi posicionado em decubito
ventral, com abducdo dos quatro membros, e preparada a regido cirirgica do
membro pélvico direito. A inciséo foi realizada paralelamente as fibras musculares do
musculo biceps femoral, possibiltando a exposicdo do nervo isquidtico.
Posteriormente, com auxilio de uma pingca hemostatica, o nervo isquiatico foi
comprimido durante 30 segundos, utilizando-se como referéncia de presséo, o
segundo dente da cremalheira (Bridge et al., 1994). Em seguida, foi realizada uma
sutura epineural na regido lesionada, com fio de nylon 10.0, possibilitando a
localizacdo exata da lesdo e coleta dos segmentos do nervo no momento da
eutanasia (SAVASTANO et al., 2014).

ApOs isso, 0s animais de LSER e LSRNT receberam a aplicacdo de 100 pL
de sericina hidrolisada, por animal, na forma de uma unica aplicagéo, com o auxilio
de uma seringa dosadora, quantidade suficiente para recobrir toda a area lesionada
(DIAS et al., 2015). Em seguida, foi realizado o fechamento cirdrgico por camadas, e
a realocagéo dos animais nas mesmas condi¢des pré-cirurgicas.

A sericina foi obtida diretamente de casulos de B. mori, fornecidos pela
industria sericicola BRATAC Silk do Brasil (Londrina, Parand, Brasil). Os casulos

foram cortados em fragmentos de aproximadamente 1 cm? e submetidos ao
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processo de extracdo por alta pressdo e alta temperatura em autoclave (CS 30 —
Prismatec, Itu, SP, Brasil), a 120° C e presséo de 1 kgf/cm?, por 1 hora (GIMENES et
al., 2014). Nao houve adicdo de produtos quimicos durante a extracao e foi utilizado
100 mL de agua destilada para cada 6 g de casulo. A fibroina foi separada
utilizando-se uma peneira de 18 malhas, a solucdo de sericina foi congelada (-20°C)

e utilizada na forma hidrolisada durante o experimento.

Natacao

O exercicio de natacéo foi realizado com sobrecarga de 10% do peso corporal
do animal, com ciclos de cinco dias por semana de exercicio, com evolugao
progressiva do tempo de natacédo, tendo duracdo de 15 minutos no primeiro ciclo, 20
minutos no segundo e 25 minutos no terceiro ciclo. A carga foi composta por pesos
de chumbo, fixados na regidao abdominal por meio de fita de velcro, visando a néo
interferir na mobilidade do animal durante o exercicio. O protocolo iniciou no terceiro
dia apo6s o procedimento cirdrgico, mantido cada ciclo de cinco dias consecutivos de
exercicio de natacdo e dois dias de intervalo, sendo realizada a eutanasia dos
animais no 22° dia ap0s o procedimento cirurgico. A carga foi determinada
diariamente pela pesagem prévia dos animais.

Nos dez dias que antecederam ao procedimento cirdrgico, os animais foram
habituados ao protocolo de natacdo e aos testes. Para a realizacdo do exercicio, foi
utilizado um tanque oval, com 60 cm de profundidade e capacidade para 200 L, e
com nivel de 4gua em 40 cm de profundidade e temperatura mantida em 32 + 1°C.

indice funcional do isquiatico

Foi utilizada uma esteira com base em acrilico (Insight Instrumentos® -
Ribeirdo Preto — Sdo Paulo - Brasil) acoplada a um sistema de captura de imagens
(camera Philips® webcam SPC230NC usb CCD), a qual obteve dados das pegadas
dos animais. Foram observadas medidas como: o comprimento da pata (distancia
entre os dois pontos extremos da pegada longitudinalmente); do espalhar total dos
dedos (distancia entre os dois pontos mais extremos da pegada transversalmente);

espalhar dos dedos intermediarios, medindo a distancia entre estes, tanto do lado
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experimental, afetado pela lesdo isquiatica, quanto do contralateral. Os valores
foram submetidos & férmula especifica (Fig. 01), apresentados em percentual
negativo, sendo O (zero) representativo de funcdo normal e -100 (menos 100)
representativo de perda total da funcdo (MONTE-RASO et al., 2010).

) — NTO ) NPL — 2 S — NTS \ — N 22
SFT = (ETOF .\zT( F)+(WL E[L)+(Er§ VT§)+(E[T NIT)], 220
NTOF EPL NTS NIT 4

Figura 01: Férmula utilizada para célculo do indice Funcional do Isquiatico, sendo: E= experimental;
TOF= distancia de uma pata a outra; PL= comprimento da pata; TS= espalhar total dos dedos; IT=
espalhar dos dedos intermediérios. (Adaptado de Monte-Raso et al., 2010).

Teste tipo filamento de “Von Frey” Digital

O analgesimetro digital tipo flamento de “Von Frey” (Insight Instrumentos® -
Ribeirdo Preto — Sdo Paulo - Brasil), consistiu na aplicacdo de um filamento metalico
na regido do procedimento cirdrgico, com o animal contido, sendo posicionada uma
ponteira de polipropileno do filamento, perpendicularmente a area, com aumento
gradativo da pressédo exercida até que o animal realizasse o movimento de retirada
do membro pélvico. Em seguida foi realizado o mesmo estimulo na face plantar do
membro pélvico direito, com o animal em uma caixa elevada com piso de tela,
possibilitando o acesso e posicionamento perpendicular e 0 aumento gradativo da
pressédo do filamento, sendo interrompido o teste assim que o animal elevasse o
membro, ficando registrado o valor da forca necessaria para retirada. Foram
realizadas trés medidas por avaliacdo, em cada regido, e adotada a média entre elas
para analise estatistica (VIVANCOS et al., 2004).

Além disso, foram realizadas oito avaliacdes (Tab. 01), sendo que a ordem de
execucao dos testes foi estabelecida e seguida durante todo o experimento, mesmo
durante a fase de adaptacédo, sendo primeiro realizado o teste do IFC, em seguida o
teste com analgesimetro digital tipo filamento de “Von Frey”, porém a ordem de
realizacdo dos grupos foi randomizada a fim de diluir a influéncia do tempo e fadiga

dos avaliadores durante os testes.
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Tabela 01 — Cronograma de avaliagdes

Cronograma de avaliacdes

Avaliacéo Descricao Dia/procedimento

AV1 Antes da leséo 24 horas antes do procedimento cirargico
AV2 Antes da natacéo No 3° dia do pds-operatorio

AV3 Apés a natacao No 3° dia do pOs-operatoério

AV4 ApoOs a natacao No 7° dia do pds-operatorio

AV5 ApoOs 24h de repouso No 8° dia de pds-operatorio

AV6 Apés a natacao No 14° dia do pOs-operatorio

AV7 ApoOs a natacao No 21° dia do pds-operatério

AV8 Antes da eutanasia No 22° dia do pOs-operatorio

Coleta e eutanasia

No 22° dia apds o procedimento de lesdo nervosa, os animais foram pesados
e anestesiados, 0 nervo isquiatico direito foi coletado e seccionado no sentido distal
em dois fragmentos de 1 cm cada. O primeiro (fragmento proximal) foi obtido
imediatamente ap6s o ponto de lesdo, identificado pelo fio de nylon 10.0, e o
segundo (fragmento distal) foi coletado na sequéncia. Apds esse procedimento, 0s

animais ainda sob o efeito do anestésico foram eutanasiados.
Andlise morfolégica

Os fragmentos do nervo isquiatico foram fixados em paraformoldeido
tamponado, por 24 horas, sendo que o fragmento distal foi pré-corado com tetroxido
de 6smio 2%. Posteriormente, foram processados para emblocamento em parafina
histolégica e cortados transversalmente em 5 um de espessura. As laminas obtidas
do fragmento proximal foram coradas em hematoxilina e eosina (H/E) (JUNQUEIRA,;
JUNQUEIRA, 1983), para as analises descritivas do nervo, enquanto o distal foi
submetido as analises morfométricas. Para tanto, as Ilaminas foram
fotomicrografadas em microscépio Olympus BX 50. Para as analises morfométricas
utilizou-se o programa Image-Pro-Plus 6.0, tendo a area total de cada quadrante
aproximadamente 13650 pm? em que foram observados os seguintes parametros:

qguantidade total de fibras nervosas viaveis (FNV), quantidade total de fibras
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nervosas nao viaveis (FNNV), diametro do axénio (DAX), diametro da fibra nervosa
(DFEN), e espessura da bainha de mielina (EBM), sendo consideradas FNNV,
aguelas que ndo apresentassem contornos definidos, passiveis de mensuracdo. As
fibras nervosas foram analisadas com relacdo ao diametro, em menores e maiores
que 4 um (MANDELBAUM-LIVNAT et al., 2016). Foram efetuadas quatro imagens
de cada corte, sendo quadrante superior esquerdo, superior direito, inferior esquerdo
e inferior direito, em aumento de 1.000 vezes. A analise foi feita de forma cega com
relacdo aos grupos, em que se analisou 25 fibras maiores e 25 menores de 4 um de

didmetro, por quadrante, totalizando 200 fibras por nervo, ou até sua totalidade.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos por meio de estatistica descritiva e analisados
quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Verificada a normalidade dos
dados, procedeu-se a analise por Anova unidirecional, com pés-teste de LSD (teste

t), sendo o nivel de significancia aceito de a = 0,05.

RESULTADOS

indice funcional do isquiatico

Na comparacado individual dos grupos, o CON néo demonstrou diferencas
estatisticas significativas (p=0,599). A AV1, realizada previamente a leséo, revelou
comportamento idéntico em todos 0s grupos com intervencdo, apresentando
diferenca significativa em comparacdo com as demais avaliagcbes. O LES
apresentou diferenga significativa da AV7 para AV2, AV4, AV5, AV6 (p=0,0224,
p=0,092, p=0,025, p=0,002 respectivamente) e AV6 para AV8 (p=0,021). J& o grupo
LSER, a AV7 apresentou diferenca das AV2 (p=0,019), AV3 (p=0,019), AV4
(p=0,043), AV5 (p=0,013) e AV6 (p=0,014), o0 mesmo comportamento observado na
AV8 mostrando diferenca da AV2 (p=0,014), AV3 (p=0,013), AV4 (p=0,031), AV5
(p=0,009) e AV6 (p=0,010). O grupo LNAT apresentou diferenca da AV8 para as
Av4 (p=0,034), AV5 (p=0,045) e AV6 (p=0,020). O LSRNT apresentou
comportamento similar havendo diferenca da AV7 para AV2 (p=0,002), AV3
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(p=0,014), AV4 (p=0,009), AV5 (p=0,010) e AV6 (p<0,001), e da AV8 para AV2
(p=0,033) e AV6 (p=0,002).

Na comparacdo entre 0s grupos, no momento das avaliagdes, na AV1 néo
houve diferenca significativa entre os grupos (p=0,741). JA& no momento das AV2,
AV3, AV4, AV5 e AV6, 0s grupos se comportaram de forma idéntica, observadas
diferencas significativas somente entre o CON e todos os demais grupos (p<0,001).
A comparacdo do momento da AV7 e AV8 nao apresentou diferenca significativa
entre os grupos (p=0,387 e p=0,330 respectivamente), sugerindo que nesses
momentos ndo houve diferenca funcional entre os grupos observados, mesmo

quando comparados ao CON. (Tab. 02)

Tabela 02 — Média e desvio padréo do indice Funcional Isquiético, referente ao 22°
dia e diferencas estatisticas significativas

CON LES LSER LNAT LSRNT
AV1  6,40+29,77**  -2,48+14,57*"  -2,03+18,79*"  -7,31+12,93*  -3,10+18,62*"
AV2 -18,97+17,89* -65,18+13,64°® -66,06+1558" -63,11+2509°F -62,33+16,91°®
AV3  -7,25+31,91*" -58,05+26,24°® -66,31+22,79"® -58,75+2556°F -47,23+36,20°®
AV4  -5,38+22,22*" -60,54+15,34°®  -61,56+18,75"® -65,64+22,93°® .55 64+17,80°®
AV5  0,37+19,62** -64,53+13,20°® -68,24+13,11%° -64,08+19,54°® -5561+25,82"®
AV6  -1,52+21,26*  -76,04+4,20®® -67,62+14,93"®  -68,34+17,58°® -73,50+23,31""®
AV7 -9,60+12,72** -33,28+33,61°" -33,45+43,93°" .43,30+26,62°" -24,12+29,14**
AVS8 -11,24+24,10* -43,99+41,11°* -31,59+36,75** -39,19+27,46™ -36,67+17,85*"

Obs.: Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa no grupo quando
comparado suas avaliagcdes (coluna), letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos no momento da avaliacéo (linha).

Teste de “Von Frey” na cicatriz cirargica e na fascia plantar

No teste de filamento tipo “Von Frey” digital, na regido da cicatriz cirurgica, o
CON néo demonstrou diferencas significativas entre as oito avaliagdes realizadas
(p=0,51). Ja os demais grupos (LES, LSER, LNAT e LSRNT), com relacdo a AV1,
realizada previamente a lesdo, mostrou diferenca significativa em relacao as demais
avaliacbes, mantendo p<0,001 em todos os grupos. Além disso, o LES mostrou a
AV7 diferente da AV2 (p=0,005) e da AV5 (p=0,017), e a AV8 se mostrou diferente
das AV2 (p<0,001), AV3 (p=0,012), AV4 (p=0,006), AV5 (p<0,001) e AV6 (p=0,014).
O grupo LSER apresentou diferenca da AV2 para AV4 (p=0,021), AV5 (p=0,026),
AV6 (p=0,018), AV7 (p<0,001), AV8 (p=0,008), e da AV3 para AV4 (p=0,018). O
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grupo LNAT obteve diferenca da AV2 para AV5 (p=0,043), AV6 (p=0,003), AV7
(p<0,001), AV8 (p<0,001), a AV3 foi diferente da AV6 (p=0,041), AV7 (p<0,001), AV8
(p<0,001), a AV4 também foi significativamente diferente da AV7 (p<0,001) e AV8
(p=0,001), AV5 também da AV7 (p=0,003) e AV8 (p=0,007), e AV6 diferente da AV7
(p=0,044). Ja o LSRNT apresentou diferenca da AV2 (p<0,001), e a AV3 foi diferente
da AV4 (p=0,024), AV5 (p=0,009), AV6 (p=0,004), AV7 (p<0,001) e AV8 (p<0,001)
(Tab. 03).

Na comparacdo entre 0os grupos no momento das avaliacbes da cicatriz
cirargica, ndo houve diferenca significativa entre a AV1 dos grupos observados
(p=0,580). J& no momento de AV2, AV3, AV4, AV5, AV6, AV7 e AV8 houve
diferencas significativas entre CON e todos os demais grupos (p<0,001). Além
destes, na comparacdo do momento da AV6 foi observado diferenca significativa
entre o LSER e o LNAT (P=0,040), no momento da AV7 de LNAT para LES
(p=0,012) e de LNAT para LSRNT (p=0,037), e durante AV8 observou-se diferenca
entre LNAT e LSER (p=0,013).

Na regido da fascia plantar, no teste de filamento tipo “Von Frey” digital, o
CON nado demonstrou diferencas significativas entre as avaliagdes realizadas
(p=0,950). Ja o LES, LNAT, LSER e LSRNT apresentou diferenca estatistica da AV1
para todas as demais avaliagbes, sendo p<0,001 constante em todos 0S grupos.
Ainda o LES apresentou diferenca da AV8 para AV2 (p=0,003), AV3 (p=0,007), AV5
(p=0,003) e AV6 (p=0,041), bem como da AV6 para AV7 (p=0,041). O LSER com
diferenca da AV8 para AV2 (p=0,024), AV3 (p=0,036), AV6 (p=0,026). No LNAT
foram observadas diferengas entre AV2 para AV4 (p=0,018), AV5 (p<0,001), AV6
(p<0,001), AV7 (p<0,001) e AV8 (p<0,001), da AV3 para as AV5 (p=0,006), AV6
(p<0,001), AV7 (p<0,001) e AV8 (p<0,001), da AV4 para as AV6 (p=0,005), AV7
(p=0,001) e AV8 (p<0,001) e de AV5 para AV8 (p<0,016). Ja o LSRNT apresentou
diferenca da AV2 para AV4 (p<0,001), AV5 (p=0,041), AV6 (p=0,001), AV7
(p<0,001) e AV8 (p<0,001), e da AV7 para AV3 (p<0,001), AV4 (p=0,007), AV5
(p<0,001) e AV6 (p=0,004), e da AV8 para AV3 (p<0,001), AV4 (p<0,001), AV5
(p<0,001) e AV6 (p<0,001).

Na comparacdo entre os grupos da fascia plantar, ndo houve diferenca no
momento da AV1 (p=0,597). J& no momento da AV2, AV3, AV4, AV5, AV6, AV7 e

AV8 foram observadas diferencas significativas entre CON e todos os demais
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grupos (p<0,001). Ainda no momento de AV6, foi observada diferenga entre o grupo
LNAT e os grupos LES (p=0,001), LSER (p<0,001) e LSRNT (p=0,024) (Tab. 03).

Tabela 03 — Média e desvio padrao do teste de “Von Frey” da cicatriz cirurgica e
fascia plantar, referente ao 22° dia e diferencas estatisticas significativas.

CON LES LSER LNAT LSRNT
AV1  140,96+15,82** 132,20+5,73*" 137,70+14,59% 132,65+7,69% 137,15+7,69*"
AV2  138,25+19,85%  49,26+9,61°®  49,69+5,41°®  42,37+21,68"  30,43+6,36"
AV3  136,37+16,13**  5553+7,79®  49,32+8,45"  49,90+14,81°F  46,14+12,91°
Cicatriz  AV4  14546+13,90* 54,47+8,43%®  61,62+5,72°®  53,30+7,24"®  56,00+6,30%®
Cirargica AV5  141,86+12,92**  51,23+9,23®  61,18+7,61®®  58,49+9,22°®  57,63+7,08%
AV6  151,13+8,96**  55,74+8,57%®  61,97+9,64¢ 66,13+7,73¢  58,86+8,41%EC
AV7  142,20+16,81*"  62,40+4,92°C  68,44+9,26°°¢  82,16+20,45"®  66,68+6,94°
AV8  151,08+12,22*  67,29+6,70°%¢  63,59+11,16® 80,03+17,96°C 67,35+5,59°C
AV1  71,29+1534*  6553+4,97*"  63,91+12,77*  65,51+5,27**  62,41+9,88*"
AV2  71,02+16,17*  30,80+7,57°® 29,87+11,17°®  20,43+8,32°®  22,79+4,72%®
AV3  67,22+10,19%  31,94+6,81°®  29,72+11,46°®  24,32+7,11°®  28,28+2,64°"
Fascia  AV4 67,59+8,63* 36,29+6,20°"  36,47+9,68®  29,02+6,96°®  33,85+4,35%
Plantar  AV5 65,39+8,44**  31,00+3,49"®  32,07+3,40°® 34,40+7,41%®  29,14+7,61%
AV6 69,81+6,38* 29,85+4,65°®  29,05+3,04°® 39,19+3,74°°  33,29+4,70%
AV7 70,60+5,49**  37,70+9,62°®  34,77+8,10°®  40,75+7,21"®  45,36+4,39"
AV8 70,67+8,68*" 42,44+6,17°  40,36+9,18" 43,14+5,49"®  44,49+3,65
Obs.: Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica significativa no grupo gquando

comparado suas avaliagcdes (coluna), letras mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica
significativa entre os grupos no momento da avaliacéo (linha).

Andlise morfolégica

O nervo isquiatico do CON revelou caracteristicas teciduais e celulares

normais, formado por fibras nervosas de diferentes didmetros, mielinicas e
amielinicas, e presenca das células de Schwann (Fig. 2-A). As bainhas conjuntivas,
endoneuro, perineuro e epineuro também estavam presentes e vasos sanguineos de
namero e aspecto normais. Os tecidos dos nervos isquiaticos do grupo LES se
apresenta com presenca de infiltrado inflamatoério, presenca de células gigantes
inflamatorias multinucleadas, leséo axonal extensa e vasos sanguineos.

Em LSER evidenciou-se a presenca de células de Schwann, infiltrado
inflamatorio, linfécitos, com grande numero de fibras degeneradas e de menor
diametro, com aumento do espaco na matriz extracelular. Houve presenca de
células gigantes inflamatorias multinucleadas, leséo extensa e degeneragéo axonal.

O LNAT apresentou pouco infiltrado inflamatério, sendo que esta quase todo

regenerado, com boa aparéncia geral. Similar ao observado em LSRNT, porém este
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se encontra de forma geral melhor que os grupos de tratamento isolados, com
poucos pontos de lesdo, sendo o epineuro e a bainha de mielina mais organizados,
mas com axbnios e bainha de aparente menor diametro.

Com relacéo a andlise quantitativa, todas as variaveis de fibras maiores que 4
pm de diametro, revelaram diferengas do CON para os demais grupos, com p<0,001
constante. Ainda na contagem do numero total de FNV, na somatdria dos quatro
quadrantes, das fibras de diametro maior de 4 um, mostraram diferenca do grupo
LES para o LNAT (p=0,005) e para o LSRNT (p=0,004). Ja os valores de FNV
menores que 4 pm revelaram diferencas do LNAT para o CON (p=0,040), e LES
(p=0,020) e do grupo LSRNT para o CON (p<0,001), LES (p<0,001) e LSER
(p=0,002). Ja em relacdo as FNNV com maiores que 4 um, mostrou diferenca do
LES e LSER (p=0,035). Na variavel FNNV menores que 4 pm, foram observadas
diferencas entre CON e todos os demais grupos (p<0,001), e de LSRNT para LES
(p<0,001) e LNAT (p<0,001). Na andlise da média dos DFN menores que 4 pum, nao
houve diferenca (p=0,863). J& com relacdo ao DAX das fibras maiores, observou-se
diferenca do LES para LSER (p=0,039) e LNAT (p=0,036). Ja a média dos DAX
menores que 4 pum ndo mostrou diferenga estatistica significativa (p=0,081). Na
avaliacdo da média da EBM de fibras nervosas menores de 4 um, ndo houve
diferenca significativa (p=0,057) (Tab. 04).

Tabela 04 — Comparativo das médias, maiores e menores de 4 um, no 22° de pés-
operatorio, de fibras nervosas viaveis (FNV), fibras nervosas nao viaveis (FNNV),
diametro das fibras nervosas (DFN), diametro dos axbénios (DAX) e espessura da
bainha de mielina (EBM).

CON LES SER LNAT LSRNT

>4pum 578,00+58,03" 18,83+12,82°  82,66+70,13"°  135,33+11555-  101,83+85,02""

PNV 4 pm  36+16,30° 28,16+22,73°  465+23,53°C  87,16+26,67°  126,66+80,05"
Enny > A Hm 20,50+3,08"  394,83+78,77° 508,00+11359° 437,16+86,42°° 495,83+110,96"°
<4um  0,00+0,00"  222,83+98,31° 227,16+95,00° 333,33+122,81° 439,83+119,84°
DEN > 4Hm 9,23+0,31" 4,82+0,19° 5,31+1,07° 5,35+1,25° 4,51+0,15°
<4um  3,42+0,14" 3,42+0,12" 3,41+0,13" 3,39+0,09" 3,47+0,15"
DA > 4Hm 4,39+0,15" 2,30+0,22° 2,79+0,57¢ 2,80+0,58° 2,41+0,12°
<4pm  1,56+0,08" 1,53+0,09" 1,7+0,06" 1,81+0,43" 1,80+0,12"
gy >4 HM 2,41+0,14" 1,25+0,13° 1,25+0,29° 1,27+0,34° 1,04+0,05°
<4um  0,93+0,04" 0,94+0,06" 0,86+0,05" 0,78+0,19" 0,83+0,05"

Obs. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos (linha).
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Figura 02 - Fotomicrografias do nervo isquiatico de ratos Wistar, em corte transversal, na coloracao
hematoxilina-eosina na primeira coluna e tetréxido de 6smio na segunda coluna no 22° dia apés
procedimento cirdrgico. Em A, imagem representativa do grupo Controle, apresentando fibras
nervosas integras, com axdnio e bainha de mielina (seta fina), nicleos de células de Schwann (seta
curva), vaso sanguineo (vs) e endoneuro (en). Em B, imagem representativa do grupo Lesao, células
de Schwann, infiltrado inflamatério (circulo pontilhado), vasos sanguineos, possivel regidao com
infiltrado inflamatdrio (circulo) e fibras degeneradas. Em C, imagem representativa do grupo Sericina,
apresentando grande espaco na matriz extracelular (asterisco), porem com mais organizacdo
tecidual. Em D, imagem representativa do grupo Natagdo, apresentando uniformidade e organizacéo
tecidual com evidéncias de reparo, apresentando fibras nervosas integras, maiores e menores (ponta
de seta). Em E, imagem do grupo Sericina-Natacao, fibras nervosas integras e de menor didmetro,
células de Schwann e vasos sanguineos, com boa organizagédo tecidual geral e apresentando sinais
de reparo.

DISCUSSAO

A localizagdo periférica do nervo isquiatico o expbe comumente a lesdes
nervosas dos membros inferiores, decorrentes de traumatismos abertos ou
fechados, interferindo na transmissao dos impulsos nervosos e podendo implicar em
incapacidade funcional significativa, com potencial impacto socioecondmico
negativo, afetando sobretudo, individuos jovens e produtivos (MIRANDA; TORRES,
2016; SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013), Diante disso, sédo relevantes os estudos
nesse campo cientifico, e ainda, a investigacao da associacao da proteina sericina
com o exercicio de natacao, até esse momento nao abordada na literatura.

O modelo de lesdo abordado nesta pesquisa foi proposto por Bridge et al.
(1994), produzindo uma compressdo, em que ocorre rompimento de axonios, e
desencadeia um processo denominado degeneracdao Walleriana, no sentido distal a
lesdo, o qual ocorreu em todos os grupos lesionados (LES, LSER, LNAT e LSRNT),
comprovado pelas analises morfoldégica descritiva e quantitativa, e pela perda
significativa da funcdo motora apdés a compressao nervosa em todos 0s animais
avaliados.

Esse processo afeta todas as estruturas das fibras nervosas em um espaco
de cerca de dois a trés dias (CAMPBELL, 2008; NAVARRO; VIVO; VALERO-
CABRE, 2007; SIQUEIRA, 2007), sendo que a cascata de eventos disparada a partir
da lesdo envolve, entre outros fatores, a migracdo de macrofagos, a proliferacéo de
células de Schwann, as mudancas nos constituintes da matriz extracelular com
reorganizacao do espaco endoneural, como verificado no presente estudo, além da

producéo de citocinas e aumento de neurotrofinas (DUBOVY, 2011).
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A hipercelularidade nos grupos lesionados resulta da mobilizacdo de diversos
tipos celulares voltados a reorganizacéo tecidual e funcional. Macréfagos, presentes
no coto distal, removem os restos mielinicos em degeneracao, entre o segundo e 0
sétimo dia apds a lesdo. Com a extrusao inicial da bainha de mielina, em até trés
dias apds a lesdo do axénio, se inicia a divisdo e a proliferacdo das células de
Schwann. Essas células também realizam fagocitose e estdo associadas a
producdo de substancias quimiotaxicas, elas se alinham ao longo da lamina basal,
formando as bandas de Blingner, e auxiliam na orientacdo do crescimento axonal
(SIQUEIRA, 2007; SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013).

A regeneracao axonal periférica depende de uma resposta inflamatoria rapida
e eficiente, visto que as células de Schwann e macréfagos comunicam-se por meio
de redes de citocinas, controlando a fagocitose e fatores de crescimento. Em
roedores, a liberacao de citocinas pré-inflamatdrias, inicia de trés a cinco horas apoés
a lesdo e o numero de macrofagos, tanto endégenos quanto sistémicos, atinge seu
maximo de quatro a sete dias apd6s a lesdo. Ademais, neste tempo a barreira
sanguinea do nervo torna-se mais permeavel, facilitando a migracédo celular e a
reparacdo nervosa (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007; SVENNIGSEN;
DAHLIN, 2013). Svennigsen e Dahlin (2013) argumentam que atrasos nesse
processo podem levar a perda da capacidade regenerativa.

Para fins de comparacéo, ndo foram encontrados estudos similares do uso da
sericina em LNP’s, sendo estes os primeiros dados morfolégicos e funcionais
advindos da aplicagao deste biomaterial, seja aplicado diretamente sobre a leséo ou
no tratamento sistémico. No entanto, a perspectiva sobre a aplicacdo deste
biomaterial em outros tecidos se mostrou promissora (ARANWIT et al., 2009;
DINESCU et al., 2013; ARANWIT et al., 2013; ERSEL et al., 2016; PADOL et al.,
2012; WANG et al., 2015), levantando a expectativa de sua aplicacdo no reparo
nervoso periférico.

Quanto aos resultados obtidos no indice funcional do isquiatico, identificou-se
diferenca significativa somente entre CON e os demais grupos testados e, quando
comparado a intergrupos, e individualmente, houve diferenca somente da AV1, feita
previamente a lesdo. Apesar das diferencas de tempo na evolucéo funcional apés a
intervencao cirurgica, foi observado que até o 14° dia (AV6), todos os grupos ainda

apresentavam diferencas significativas em comparacdo ao CON, porém, a partir da
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AV7 (21° dia), apesar de ainda apresentar recuperacdo motora incompleta, ndo foi
observado diferenca significativa na avaliagéo funcional, mesmo quando comparado
ao CON.

Oliveira et al. (2008) relatam que a natacdo com sobrecarga na fase inicial da
regeneracao nervosa causou danos a recuperacdo funcional, e a associacdo com
estimulacdo elétrica ndo teve efeito sobre o reparo nervoso, entao propondo que 0s
protocolos de intervencgéo evitem sobrecarga. Contudo, LOs et al. (2016) relatam que
a intervencdo precoce em meio aquatico, apdés reparo cirirgico de uma lesao
nervosa periférica completa, ndo compromete o processo regenerativo das fibras
nervosas mas estimula a neovascularizagéao fisiologica.

De forma concordante, Teodori et al. (2011), citam que o exercicio de
natacdo, na fase aguda e tardia da lesdo nervosa periférica do nervo isquiatico, em
ratos Wistar, por esmagamento, acelera a regeneracdo nervosa e melhora a
transmissdo sinaptica, o que se confirma parcialmente neste estudo, j& que no teste
com o analgesimetro digital de “Von Frey”, realizado na regido da incisdo cirurgica,
todos os grupos demonstraram aumento do limiar nociceptivo, porém o LNAT
demonstrou uma evolucao significativamente mais rapida a partir da AV6 (14° dia).

Ja4 os resultados vinculados a pressdo plantar, buscando identificar a
hipernocicepcéo, todos os grupos apresentaram boa evolucdo individual, tendo o
LNAT e LSRNT desempenhos semelhantes, estabilizando mais rapidamente que o
LES e LSER, sendo que quando comparados entre si, no momento da AV6 (14° dia),
0 grupo LNAT estava em melhores condi¢cbes que o LES, LSER e LSRNT, podendo
ser atribuido a um possivel efeito aquatico, concordando com estudos que sugerem
a natacdo como fator que pode melhorar alodinia em modelos animais de dor
neuropatica, mas 0s mecanismos ndo sdo completamente compreendidos (KAMI;
TAJIMAL; SENBA, 2016). E importante ressaltar que nas uUltimas avaliagcdes (21° e
22° dias), tal diferenca néo foi mais observada (Tab. 03).

Sta et al. (2014), em estudo que investigou as caracteristicas funcionais e
morfolégicas do nervo isquiatico, quanto a sua degeneragcdo e regeneragdo apos
lesdo por esmagamento em ratos, citam que a recuperacdo da funcdo sensorial
ocorreu apos o 17° dia, se mantendo relativamente baixa até o 24° dia, o que
corrobora com os achados relacionados aos testes de funcdo e alodinia, que nao

mostravam melhora significativa até o 14° dia, e nas avaliagbes do 21° e 22° dia
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apos a lesdo, se mostraram significativamente com melhora quando comparadas ao
CON.

Além disso, foi verificado que houve diferenca do LNAT para o LSER
constante durante as avaliagcdes posteriores ao 14° dia, 0 que acabou evidenciando
um efeito pré inflamatério exacerbado vinculado a exposi¢cdo nervosa direta a
sericina, que poderia ter causado essa disparidade, o que sustenta estudos que
citam exercicios de longa duracdo como estratégia eficaz para o controle do
processo inflamatério e da dor, pois alteram os niveis de citocinas inflamatorias,
neurotrofinas, neurotransmissores e opidides enddégenos (KAMI; TAJIMAL; SENBA,
2016; KUPHAL,; FIBUCH; TAYLOR, 2007).

No tocante ao comportamento observado no grupo LSER, no qual algumas
evidéncias corroboram com reacao inflamatéria exacerbada, quando comparado aos
demais grupos, alguns autores sugerem o uso de sericina associado ao aumento da
resposta inflamatoria, por causarem hipersensibilidade decorrentes de respostas
imunitarias exacerbadas (BHATTACHARJEE et al., 2013; VEPARI; KAPLAN, 2006;
TEUSCHL; GRIENSVEN; REDL, 2014). Ressalta-se entretanto, que o aumento da
resposta inflamatéria € quesito importante a ser considerado na regeneracao
nervosa (SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013; NAVARRO; VIVO; VALERO CABRE,
2007). Aramwit et al. (2009), destacam que a sericina ndo € toxica e pode promover
cicatrizacdo de feridas cutaneas, sendo que os niveis de mediadores inflamatorios
IL-18 e TNF-a, observados sete dias apos a lesdo, séo significativamente inferiores
nas feridas sem tratamento com o biopolimero. Em estudo comparativo de
alteracdes morfolégicas nas fibras de seda, com e sem a presenca de sericina,
observou que nas fibras com sericina houve a ativacdo de células inflamatorias,
como polimorfonucleadas, leucécitos, eosinofilos e macréfagos (LIU et al., 2007).

Com relacdo aos achados morfométricos, observou-se que a quantidade de
FNV (maiores que 4 um de diametro), fibras que estimam-se ser mais antigas, LNAT
teve desempenho superior ao LES, porém ndo foi diferente dos demais,
predominando diferencas significativas do CON com todos 0s grupos.

Todavia, quando observadas as fibras nervosas viaveis menores de 4 pum, o
grupo LSRNT apresentou quantidades significativamente maiores que todos 0s
demais grupos, inclusive ao CON, podendo ser explicado pelo estimulo a

diferenciacdo mais rapida e regeneracao do tecido nervoso, promovido pela sericina
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e pelo exercicio fisico de natacdo combinados, o que também pode, ser visualizado
quando observa-se os numeros de FNNV menores que 4 um de diametro, em que 0
LSRNT obteve valores significativamente maiores que CON, LNAT e LES, podendo
ser um efeito positivo. No entanto, devido ao pequeno tamanho dessas fibras e pelas
caracteristicas morfologicas, podem estar em degeneracdo ou em processo de
remodelacdo, ndo estando aptas para a condutibilidade nervosa. Mas, nao foi
observada nenhuma FNNV menor de 4 um no CON, e pouquissimas FNV menores,
sugerindo que, apesar de ainda nao viaveis para a condutibilidade nervosa, a grande
maioria das fibras menores observadas (Tab. 04), possivelmente sao resultado do
processo de regeneracdo apesar de ndo ser possivel a identificacdo de forma.

Interessante comparar os eventos decorrentes do estudo de Sta et al., (2014)
0S quais observaram uma sequéncia de eventos na area distal a compressao
nervosa, com um padréo de degeneracdo, seguido por brotagcdo axonal, ampliacéo
dos axonio e remielinizacdo, sendo que o pico do processo fagocitario ocorreu ao
14° dia, tendo o numero de novos axénios e seu diametro aumentado com o tempo,
e a remielinizacdo foi observada somente a partir do 21° dia, corroborando com 0s
achados no presente estudo.

Jéa as fibras nervosas néo viaveis maiores que 4 pm evidenciam que o LSER
obteve desempenho pior que o LES, indicando juntamente com outras evidéncias,
qgue a sericina utilizada isoladamente, tenha efeito pré-inflamatério exacerbado (.
Ainda os dados de diametro de fibra nervosa, diametro de axdénio e espessura da
bainha de mielina, evidenciaram a eficacia do modelo de lesé&o, isso porque as fibras
maiores demonstram diferencas significativas do CON em relacdo aos demais,
embora ndo apresentaram diferencas relevantes a presenca da sericina, associada
ou ndo ao exercicio resistido de natacao.

Alguns estudos mostraram que a sericina foi responsavel por inducdo de
citocinas pro-inflamatorias e aumento da fagocitose, além de mostrar estimulacéo do
fator de transcricdo NF-Kb e p38 quinase, que estdo amplamente envolvidos na
regulacdo de vias pro-inflamatérias (BHATTACHARJEE et al., 2013). Compreende-
se, entdo que o processo inflamatério € fundamental para regeneracdo nervosa
(NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007; SVENNIGSEN; DAHLIN, 2013), além
do exercicio de natacdo acelerar a regeneragdo nervosa e melhorar a transmisséo

sinaptica (TEODORI et al., 2011). Os dados compilados no presente estudo,
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denotaram, pelas avaliagbes da funcdo motora e principalmente os dados
morfolégicos observados, uma agao da sericina em ampliar o processo inflamatério
guando observada isoladamente e, de alguma forma, houve regulacédo da acéo pro-
inflamatoria da proteina sericina pela associacdo ao exercicio de natacéo resistido,
trazendo uma potencializacao do processo de reparo nervoso.

Apesar dos resultados levarem a novas possibilidades de intervencéo, fica
evidente a necessidade de mais estudos investigativos dessa associacao, tanto por
periodos estendidos de tratamento, estudo molecular dos tecidos e por outras
possiveis apresentacfes da proteina sericina, que podem gerar mais associacoes e,

consequente, aprimoramento no tratamento de lesdes nervosas periféricas.

CONCLUSAO

A associagao do tratamento de sericina e da natacdo evidenciou um efeito
regulador da acéo pro-inflamatéria da sericina pelo exercicio resistido de natacdo. Ja
a sericina isolada provocou potencializacdo do processo inflamatério e o tratamento
com exercicio de natacdo resistido, mostrou boa evolucdo quanto ao limiar

nociceptivo e alodinia.
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7.2 Anexo B
7.2.1 Normas de publicacdao da Revista Brasileira de Reumatologia (Artigo 01)

Escopo e politica

A Revista Brasileira de Reumatologia (RBR) publica
artigos sobre temas reumatoldgicos e correlatos, apos analise
por seu Conselho Editorial. A RBR é catalogada no Web of
Science, PUBMED/MEDLINE, Lilacs (Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), Scopus, Index
Copernicus e Scielo (Scientific Electronic Library Online).

Ao submeter o manuscrito, os autores assumem a
responsabilidade de o trabalho ndo ter sido previamente
publicado nem estar sendo analisado por outra revista. Os
manuscritos devem ser inéditos, ter sido objeto de analise e
com anuéncia de todos os autores.

Artigos aceitos para publicacdo passam a ser propriedade da
revista, ndo podendo ser reproduzidos sem consentimento
por escrito.

A abreviatura de seu titulo é Rev Bras Reumatol, que deve
ser usada em bibliografias, notas de rodapé e em referéncias
bibliograficas.

N3o ha taxas para submissdo e avaliacdo de artigos.

A Revista adota o sistema iThenticate para todos os
manuscritos submetidos; na identificacdo de alto indice de
pareamento os arquivos sdao submetidos a avaliagdo pelos

editores.

Os manuscritos serdo avaliados inicialmente por editor-chefe
e/ou editor associado, e se considerado em conformidade
com formato e escopo da Revista, seguirdo para avaliagcao por
no minimo dois revisores com conhecimento cientifico na area
de pesquisa, de procedéncia nacional ou estrangeira. Apos as
devidas corregGes e possiveis sugestdes, 0 manuscrito
recebera os pareceres favoraveis ou desfavoraveis dos
revisores, que subsidiardo a subsequente reavaliagdo e
recomendacgao de aceite ou rejeicao pelo editor associado. As
decisOes finais serdo de responsabilidade do editor-chefe”.

Forma e preparacao de manuscritos

APRESENTAGCAO DO MANUSCRITO

O manuscrito pode ser submetido em portugués ou inglés, em espaco duplo, com
margens de 2,5 cm. No texto ndao devem ser empregadas abreviaturas nao
convencionais, girias (jargdes) médicas ou redacdo tipo telegrafica. A citacdo de
medicamentos e produtos farmacéuticos deve ser feita utilizando-se apenas a
nomenclatura farmacoldgica, sem mencdo do nome comercial.
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ESTRUTURA DO MANUSCRITO

Manuscript*, Title Page*, Cover Letter e Author Agreement* devem ser enviados em
arquivos individuais. Tabelas e figuras devem ser numeradas conforme citadas no texto
e enviadas em arquivos separados, com titulos e legendas correspondentes. (*arquivos
obrigatorios)

Pagina do titulo

Deve conter: a) titulo do artigo; b) nome completo dos autores e sua titulacdo mais
importante; c) departamento(s) e instituicao(des) onde se originou o trabalho; d)
nome, endereco completo e e-mail valido do autor responsavel para correspondéncia;
e) conflito de interesse e agéncias financiadoras relevantes; f) titulo resumido com no
maximo 60 caracteres.

Author Agreement

E o documento no qual os autores declaram a originalidade do manuscrito, além de
aprovarem o artigo objeto da submissao, a autoria e a ordem da lista de autores. Deve
ser assinado por todos os autores. A seguir é apresentado um modelo.

Caro Editor,

Os autores, abaixo assinados, declaram que este manuscrito é original, ndo foi
publicado antes e ndo se encontra submetido para qualquer outra publicacao.

Gostariamos de pedir a atencdo do Editor para a presente publicacdo de nds autores,
referente a aspectos do presente manuscrito submetido. Confirmamos que o manuscrito
foi lido e aprovado por todos os autores signatarios e que ndo ha nenhum outro autor a
fazer parte sendo os listados. Confirmamos também que a ordem dos autores listada no
manuscrito foi aprovada por todos.

Entendemos que o Autor para Correspondéncia sera o Unico contato para o processo
editorial. Ele sera o Unico responsavel pela comunicacdo com os demais autores acerca
do progresso da submissao, da revisdo do manuscrito e de sua aprovacao final.

(Assinatura de todos os autores)
Artigo Original

Deve conter: pagina do titulo, pagina de resumo com palavras-chave, introdugao,
material e métodos ou pacientes e métodos, resultados e discussdao, agradecimentos,
referéncias, tabelas, figuras e legendas das figuras. Ndo deve exceder 5.000 palavras,
incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e
legendas. Pode exibir até seis figuras ou tabelas e até 50 referéncias.

Pagina de resumo

Deve conter: a) objetivo, métodos, resultados e conclusdGes, ndo excedendo 250
palavras; b) trés a cinco palavras-chave.

Introducao

A finalidade dessa segdo é definir o proposito e as razdes para a realizagao do trabalho.
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Nao se recomenda extensa revisao da literatura.
Pacientes e métodos ou Material e métodos

Deve incluir informagdes suficientes que permitam a reprodugao do trabalho e, quando
pertinente, a aprovacao pelo Comité de Etica institucional. Os métodos empregados na
andlise estatistica devem sempre ser citados.

Resultados
Devem ser claros e concisos. Tabelas e graficos ndo devem duplicar informacdes.
Discussao

Deve ser concisa, interpretando os resultados no contexto da literatura atual. E
conveniente ndo ultrapassar a metade do niumero de paginas do trabalho completo.

Agradecimentos

Apenas as pessoas que contribuiram, por exemplo, com técnicas, discussdao e envio de
pacientes. Auxilio financeiro deve ser referido na pagina do titulo.

Referéncias

Devem ser citadas no texto em algarismos arabicos, sobrescritos e depois da
pontuacdo, sem parénteses ou colchetes. A numeragao deve ser sequencial, de acordo
com a ordem de citacdo no texto. Nas referéncias com mais de seis autores, devem ser
citados os seis primeiros, seguidos pela expressao et al. Sugere-se a utilizacdo dos
programas Reference Manager ou Endnote, seguindo-se o estilo Vancouver. Exemplos
de referéncia para diferentes formatos sdao apresentados a seguir. Os autores devem
consultar o NLM’s Citing Medicine para mais informacdes sobre os formatos das
referéncias.

Artigo de revista

1. Rivero MG, Salvatore AlJ, Gomez-Puerta JA, Mascaro JM, Jr., Canete ]JD, Munoz-
Gomez J et al. Accelerated nodulosis during methotrexate therapy in a patient with
systemic lupus erythematosus and Jaccoud’s arthropathy. Rheumatology (Oxford)
2004; 43(12):1587-8.

Artigo extraido de endereco eletronico

2. Cardozo 1B, Andrade DMS, Santiago MB. The use of bisphosphonate in the treatment
of avascular necrosis: a systematic review. Clin Rheumatol 2008. Available
from: http://www.springerlink.com.w10069.dotlib.com.br/content/105j4j3332041225/fu
lltext. pdf. [Accessed in February 24, 2008].

Livro

3. Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical microbiology. 4th ed. St.
Louis: Mosby; 2002.

Tabelas e Figuras


http://www.springerlink.com.w10069.dotlib.com.br/content/l05j4j3332041225/fulltext.%20pdf
http://www.springerlink.com.w10069.dotlib.com.br/content/l05j4j3332041225/fulltext.%20pdf
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Cada tabela ou figura devera ser numerada em algarismo arabico e enviada em arquivo
separado (.jpg, .tif, .png, .xls, .doc) com 300 dpi no minimo. Titulo e legenda devem
estar no mesmo arquivo da figura ou tabela a que se referem. Tabelas e ilustragdes
devem ser autoexplicativas, com informacgOes suficientes para sua compreensdao sem
que se tenha de recorrer ao trabalho. Fotomicrografias devem incluir a escala
apropriada.

Artigo de Revisao

Ay

RevisbGes, preferencialmente sistematicas, podem ser submetidas a RBR, devendo
abordar com profundidade um tema de interesse para o0 reumatologista. Nao
apresentam estruturagdao padronizada, prescindindo de introdugdo ou discussdao. Devem
apresentar resumo sem subdivisbes, com trés a cinco palavras-chave, e ndo devem
exceder 6.000 palavras, incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo,
resumo, tabelas e legendas. Podem exibir até cinco figuras ou tabelas e até 70
referéncias.

Relato de Caso

Deve incluir resumo e palavras-chave, sem necessidade de subdivisdes. O texto, porém,
apresenta as seguintes secOes: introducdo, que deve ser concisa; relato de caso,
contendo a descricdo e a evolugdo do quadro clinico, exames laboratoriais, ilustracGes e
tabelas (que substituem as secdes material e métodos e resultados); e discussdo. Deve
conter no maximo seis autores, e ndo deve exceder 1.500 palavras, incluindo-se as
referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e legendas. Pode exibir
até duas figuras ou tabelas e até 15 referéncias.

Comunicacao breve

Aborda um ponto ou detalhe especifico de um tema. Deve incluir resumo com no
maximo 250 palavras, e trés a cinco palavras-chave. O texto ndo necessita subdivisoes,
deve ter até 2.500 palavras incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do
titulo, resumo, tabelas e legendas. Pode exibir até trés figuras ou tabelas e até 25
referéncias.

Regras para aplicar tempos verbais apropriados de acordo com o contexto ou
secao

Contexto ou secao Tempo verbal apropriado

Resumo Passado

Introducao Presente, quando se referir a fatos
estabelecidos e conhecimento prévio

Métodos, materiais e resultados Passado

Discussao/Conclusao Combinado de passado (quando se

referir a resultados obtidos no
trabalho) e presente (quando se
referir a fatos estabelecidos e
conhecimento prévio); as vezes
pode ser utilizado o futuro
(especialmente quando se referir a
perspectivas de trabalhos a serem
realizados)

Atribuicdes Passado Ex.: Andrade et
al.relataram...
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Descricdo de Tabelas e Figuras Presente

Conhecimento estabelecido ePresente
resultados prévios

Regras gerais para se obter uma boa escrita em um artigo cientifico:

1. Prefira a voz ativa

2. As sentencas devem ser curtas, claras e objetivas

3. A unidade de medida deve ser abreviada quando empregada com valores
numéricos (p. ex., 1 mg), mas escrita por extenso quando separada de valor
numeérico. Utilize o Sistema Internacional de Unidades (SI units) para definir as
unidades de medida. Lembre-se de deixar um espaco entre o numero e a
unidade (p. ex., 10 mg/dL), exceto quando for porcentagem, que deve estar
junto (p. ex., 70%). O plural das unidades de medida é a mesma forma do
singular (p. ex., 1 mL, 10 mL; 1 h, 10 h). Quando iniciarem a frase, os niUmeros
devem estar por extenso, e ndo em algarismo arabico

4. Defina a abreviacdo na primeira vez que aparecer no texto principal. Apds a
definicdo, use sempre a abreviacao em vez da forma por extenso. Evite o uso de
abreviacgdes no titulo e no resumo

5. Ao escrever em inglés, ndo utilize contragdes (p. ex., prefira does not em vez
de doesn't)

Livro recomendado: Rogers SM. Mastering scientific and medical writing: a self-help
guide. Berlin: Springer; 2007.

Consideracoes éticas e legais

A RBR segue as normas do Uniform Requirements for Manuscripts (URM) Submitted to
Biomedical Journals desenvolvidas pelo The International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE) - fevereiro de 2006.

Conflito de interesse

A confianga publica no processo de revisdo por pares e a credibilidade dos artigos
publicados dependem, em parte, de como o conflito de interesse é administrado
durante a redacdo, a revisdao por pares e a decisdao editorial. O conflito de interesse
existe quando um autor (ou instituicdo do autor), revisor ou editor tem relagdes
financeiras ou pessoais que influenciem de forma inadequada (viés) suas acles (tais
relacdes sdo também conhecidas como duplo compromisso, interesses conflitantes ou
fidelidades conflitantes). Essas relagdes variam entre aquelas com potencial
insignificante até as com grande potencial para influenciar o julgamento, e nem todas
as relacdes representam verdadeiro conflito de interesse. O potencial conflito de
interesse pode existir dependendo se o individuo acredita ou ndo que a relagdo afete
seu julgamento cientifico. RelagOes financeiras (tais como emprego, consultorias, posse
de agdes, testemunho de especialista pago) sdo os conflitos de interesse mais
facilmente identificiveis e os mais suscetiveis de minar a credibilidade da revista, dos
autores e da propria ciéncia. No entanto, podem ocorrer conflitos por outras razdes, tais
como relagbes pessoais, competicdo académica e paixdo intelectual.

Consentimento informado

Os pacientes tém o direito a privacidade, que ndao deve ser infringida sem o
consentimento informado. A identificacao de informacdes, incluindo os nomes dos
pacientes, iniciais ou nimeros no hospital, ndo devem ser publicadas em descricdes,
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fotografias e genealogias, a menos que a informagdo seja essencial para os propdsitos
cientificos e o paciente (ou responsavel) dé o consentimento livre e esclarecido para a
publicacdo. O consentimento informado para este propdsito requer que o manuscrito a
ser publicado seja mostrado ao paciente. Os autores devem identificar os individuos que
prestam assisténcia a escrever e divulgar a fonte de financiamento para essa
assisténcia. Detalhes identificadores devem ser omitidos se ndo sdo essenciais. O
anonimato completo é dificil de se conseguir; no entanto, no caso de qualquer duvida, o
consentimento deve ser obtido. Por exemplo, mascarar a regido ocular em fotografias
de pacientes é uma protecdo de anonimato inadequada. Se as caracteristicas de
identificacdo sdo alteradas para proteger o anonimato, como na linhagem genética, os
autores devem garantir que as alteragdes ndo distorgam o significado cientifico. Quando
o consentimento informado foi obtido, ele deve ser indicado no artigo publicado.

Principios éticos

Ao relatar experimentos em seres humanos, os autores devem indicar se o0s
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padroes éticos do comité
responsavel por experimentacdao humana (institucional e nacional) e com a Declaragdo
de Helsinki de 1975, revisado em 2000. Se houver duvida se a pesquisa foi realizada
em conformidade com a Declaracao de Helsinki, os autores devem explicar a razao para
sua abordagem e demonstrar que o corpo de revisdao institucional aprovou
explicitamente os aspectos duvidosos do estudo. Ao relatar experimentos com animais,
os autores devem indicar se as orientagdes institucionais e nacionais para o cuidado e a
utilizacdo de animais de laboratério foram seguidas.

Registro de ensaios clinicos

Os ensaios clinicos devem ser registrados segundo recomendagdao da OMS
em www.who.int/ictrp/en/. A definicdo de ensaios clinicos incluem ensaios preliminares
(fase I): um estudo prospectivo com o recrutamento de individuos submetidos a
qualquer intervencao relacionada a saude (medicamentos, procedimentos cirurgicos,
aparelhos, terapias comportamentais, regime alimentar, mudancas nos cuidados de
salde) para avaliar os efeitos em desfechos clinicos (qualquer pardmetro biomédico e
de saude, inclusive medidas farmacocinéticas e reacoes adversas). A RBR tem o direito
de ndo publicar trabalhos que ndao cumpram estas e outras normas legais e éticas
explicitadas nas diretrizes internacionais.

Financiamento e apoio

Os autores devem, também, informar se receberam financiamento ou apoio de
instituicbes como CNPq, CAPES, Fundos Remanescentes da SBR, instituicdes
universitarias, laboratorios etc.
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