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RESUMO GERAL

Lesdes nervosas periféricas causam uma série de alteracdes morfologicas, resultando
em complicagbes funcionais, nervosas e musculares. Véarias sdo as medidas
terapéuticas aplicadas na reabilitacdo, como, por exemplo, o exercicio fisico em meio
aquético, que vem sendo amplamente estudado no que diz respoieto a melhora
funcional, embora seu potencial regenerativo necessite de maiores comprovacoes.
Ainda, é importante a busca de substancias com potencial terapéutico e que possam
ser utilizadas em associacéo ao exercicio fisico, de forma a intensificar a recuperacao.
O biopolimero protéico sericina, obtido do casulo do bicho-da-seda (Bombyx mori),
apresenta uma série de efeitos farmacoldgicos regenerativos importantes, com acao
cicatrizante no tratamento de queimaduras, melhora no desempenho aerébico e na
oxidacéo de gordura em repouso. Nesse sentido, 0 objetivo deste estudo foi analisar
o efeito da sericina associada ou ndo ao exercicio fisico de natacdo sobre a
recuperacdo muscular de ratos Wistar, submetidos a lesdo nervosa isquiatica. O
experimento foi desenvolvido numa amostra composta por 40 animais, com 10+2
semanas de idade, separados aleatoriamente em cinco grupos: Ct: controle; Ls: leséo;
Ser: lesdo + sericina; Nat: lesdo + natacao; Ser+Nat: lesdo + sericina + exercicio fisico.
Os animais foram anestesiados e submetidos a lesdo por compressdao do nervo
isquiatico direito. Imediatamente apds a compressao nervosa, nos animais dos grupos
Ser e Ser+Nat, foram aplicadas uma dose de 100 pL de sericina hidrolisada sobre o
nervo lesionado. Ja os animais dos grupos Nat e Ser+Nat, 72 horas apoés a leséo,
foram tratados com exercicio fisico resistido de natagdo, com sobrecarga de 10% da
massa corporal, durante trés semanas, cinco dias por semana. Os animais realizaram
guinze minutos de natagao na primeira semana, 20 minutos na segunda e 25 minutos
na terceira semana. No decorrer do tratamento, avaliou-se a forca de preenséo do
membro pélvico direito de todos os animais. Ao término do periodo experimental, 0s
animais foram anestesiados para dissecacéo e coleta do musculo plantar, sendo que
a parte proximal foi processada e analisada histomorfologicamente, e a distal para
analise histoenzimologica. Com relacdo aos dados funcionais de forca muscular de
preensao, morfologia e morfometria das jun¢gées neuromusculares, néo foi observado
influéncia significativa sobre o processo de regeneracdo neuromuscular. O mesmo
ocorreu com as propriedades musculo esqueléticas, que ndo sofreram alteracdes
significativas na associacdo da sericina e da natacdo. Embora o exercicio fisico de
natacdo sozinho tenha sido eficiente na manutengcao do conjuntivo intramuscular, a
associacdo com sericina nao foi capaz de alterar o fenétipo do musculo plantar,
embora a axonotmese experimental o tenha feito.

PALAVRAS CHAVE: Nervos periféricos, fibra muscular, exercicio fisico, lesédo
nervosa, proteina da seda.



Association of sericin protein to swimming exercise in plantar muscle

regeneration after sciatic nerve compression of Wistar rats

GENERAL ABSTRACT

Peripheral nerve damage causes a number of morphological changes, resulting in
functional, nerve and muscle complications. There are several therapeutic measures
applied in rehabilitation, such as physical exercise in the aquatic environment, which
has been extensively studied in terms of functional improvement, although its
regenerative potential needs more evidence. Also, it is important to search for
substances with therapeutic potential and that can be used in association with physical
exercise, in order to intensify recovery. The protein biopolymer, sericin, obtained from
the cocoon of the silkworm (Bombyx mori), presents a series of important regenerative
pharmacological effects, with cicatrizant action in the treatment of burns, improvement
in the aerobic performance and the oxidation of fat at rest. In this sense, the objective
of this study was to analyze the effect of sericin associated or not to physical swimming
exercise on the muscular recovery of Wistar rats, submitted to sciatic nerve injury. The
experiment was carried out in a sample composed of 40 animals, 10 + 2 weeks old,
randomly divided into five groups: Ct: control; Ls: injury; Being: injury + sericin; Nat:
injury + swimming; Ser + Nat: injury + sericina + physical exercise. The animals were
anesthetized and submitted to compression injury of the right sciatic nerve.
Immediately after the nerve compression, a dose of 100 pL of hydrolyzed sericin was
applied to the injured nerve in Ser and Ser + Nat animals. On the other hand, the
animals of the Nat and Ser + Nat groups, 72 hours after the injury, were treated with
resisted physical exercise of swimming, with overload of 10% of body weight, during
three weeks, five days a week. The animals performed fifteen minutes of swimming in
the first week, 20 minutes in the second and 25 minutes in the third week. During the
treatment, the grip strength of the right pelvic limb of all animals was evaluated. At the
end of the experimental period, the animals were anesthetized for dissection and
collection of the plantar muscle, and the proximal part was processed and analyzed
histomorphologically, and the distal for histoenzymological analysis. Regarding the

functional data of muscular strength of grip, morphology and morphometry of the



neuromuscular junctions, no significant influence on the neuromuscular regeneration
process was observed. The same occurred with the musculoskeletal properties, which
did not suffer significant changes in the association of sericin and swimming. Although
physical swimming exercise alone was efficient in maintaining the intramuscular
conjunctiva, the association with sericin was not able to alter the plantar muscle

phenotype, although experimental axonotmosis did so.

KEYWORDS: Peripheral nerves, muscle fiber, physical exercise, nerve damage, silk
protein.



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 12
2 OBJIETIVOS ...ttt s 15
2.1 ODJELIVO GEIAL......vveeeeeeeeeee ettt en e e, 15
2.2 ObJEtiVO @SPECITICO. .......vieveeeeeeeeeeeeeeeseee et ee e s 15
3 REVISAO DE LITERATURA......coivoieeveieeeeeeeieseeee oo 16
3.1 Estrutura do nervo periférico e LeSA0 Nervosa............coeeeeevvevneeennnn. 17
3.2 Musculo esquelético estriado............covvvvriieiieiiiiiiie e 26
3.3 JUNGAO NEUrOMUSCUIA.........cvvvieeeeeeeeeee e e, 29
3.4 Juncdo Neuromuscular € LESE0 NEIVOSA..........c.vovevreeeeerereererereeenen. 31
3.5 Lesao nervosa e seus efeitos sobre 0 mUsculo.............ccccccvnvvnnnnnee. 33
3.6 Exercicio fisico e processo de regeneracdo neuromuscular.............. 37
3.7 SEHCICUIUIA ...t 39
3.7.1 Estrutura do casulo da Seda...........c.ueuuvueiimiiiiiiiiieeeeee e 40
3.7.2 Sericina, estrutura € métodos de extracao...............cccoeeeevreeenen.n. 41
3.7.3 Sericina e seu Potencial USO...........ccoevvvveviviiiiiiiirie e e 43
A REFERENCIAS. ... .o e e e e 45
5 ARTIGOS CIENTIFICOS ...ttt ettt e, 62
ANEXO Aottt e e e e s aa e 101

ANEXO B 102



Figura 1 -
Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -
Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -
Figura 10 -
Figura 11 -

LISTA DE FIGURAS

Fases de formacgao da fibra nervosa..........cccccceeeeveveevieeeeeienns
Fibra nervosa amieliniCa............cccoeeviiiiiiiiiiiiiiieeecee e
Estrutura da fibra nervosa periférica (Epineuro, perineuro e
(<] aTo (0] o110 (o TR UPR P PP
llustragdo das musculaturas do membro inferior direito e do
NEIVO ESQUIALICO. .. .uuuviiiiiiiiiiiieiie et a e e e
Nervo iSQUIALICO dO ratO........uuvvuiiiiiiiiiieeiie e
llustracdo dos Graus de lesdes nervosas (Normal,
Neuropraxia, Axonotmesis € Neurotmesis) ........ccccceeevvvvevnnnnnnn.
Representacdo esquematica dos cinco graus de leséo do

nervo de acordo com Sunderland..............ccoceiiiiiiiiniinieneeeeeens
Diagrama ilustrando a estrutura protéica do mausculo
esquelético estriado ...........ccveeeiiiieii i,
Musculos da perna Vista posterior (énfase no plantar) .............
Juncgdes neuromusculares (normal-1esdo) ........cc.cevvvvvvvvennnnnnnn.

Imagem da seccdao transversal de um casulo da seda.............

16

17

17

18

19

23

10



Akt
ATP
TNF-a
Banda A
Banda |
CEUA
DCNT
IGF-1
NGF
INSS
JNM

L4

L6

LNP
mg/Kg
MRF
MRF4
MyoD
Myf5
m-TOR
MuRF-1
MAFbx
NCAM
S3
SNC
SNP
SuUS

LISTAS DE ABREVIATURAS

Proteina Kinase B

Trifosfato de adenosina

Fator de necrose tumoral alfa
Anisotrépica

Isotrépica

Comité de ética no uso de animais
Doencas crbnicas ndo transmissiveis
Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
Fator de crescimento neural

Instituto Nacional do Seguro Social
Juncdo Neuromuscular

Quarta vértebra lombar

Sexta vértebra lombar

Lesado nervosa periférica

Miligramas por quilo

Fator de regulacdo miogénica

Fator de regulacdo miogénica 4

Fator de regulagdo miogénica

Fator miogénico 5

Mecanismo de Rapamicina em mamiferos
Muscle RINGER-finger protein-1 ou atrogina
Muscle atrophy F-box

Molécula de adesao neuronal

Terceira vértebra sacral

Sistema nervoso central

Sistema nervoso periférico

Sistema Unico de Saude

11



1 INTRODUCAO GERAL

A lesdo nervosa periférica (LNP, doravante) pode resultar em implicacdes
sensoriais, autondmicas e motoras, incluindo retracéo tecidual, dor e edema, além de
diversas complicacdes secundarias, que comumente acometem o nervo isquiatico
(LAWRENCE; ROBINSON, 2000; SILVA; CAMARGO, 2010).

Em paises desenvolvidos, a ocorréncia anual de lesfes € estimada entre 13 a
23 casos a cada 100.000 habitantes, incidindo principalmente na populacéo
economicamente ativa, como jovens entre 21 e 30 anos (SAADAT; ESLAMI; RAHIMI-
MOVAGHAR, 2011; Ll et al., 2014).

Um dos fatores causadores da LNP séo as hérnias de disco, em um ou mais
pontos da coluna vertebral, resultando em quadro de lombociatalgia (STAFFORD;
PENG,; HILL, 2007), o qual € um exemplo de doenca crdnica ndo transmissivel (DCNT)
(MOURA; CARVALHO; SILVA, 2007). Essas lesbes implicam em alteracbes na
fungdo motora voluntaria, levando ao aumento da morbidade, a incapacidades nas
atividades de vida diaria e laborais do individuo em decorréncia do déficit sensorial, a
dor crénica e atrofia, com consequente aumento dos custos do Sistema Unico de
Saude Publica (SUS) (SIQUEIRA, 2007; SOUZA; KRAYCHETE, 2014).

N&o obstante, o0 uso de estratégias terapéuticas que visem ao tratamento da
LNP ainda se mostra muito discutida na literatura, devido as divergéncias encontradas
entre os estudos voltados para o exercicio fisico de natacdo, referente a intensidade,
a duracdo e ao periodo de aplicacdo, como alternativa na intervencdo clinica
(TEODORI et al., 2011; GAFFURI et al., 2011; BERTOLINI et al., 2011).

Estudos demonstram que o exercicio fisico de natacdo promove alteracdes
morfolégicas no muasculo esquelético estriado (CIABATTARI; DAL PAI; DAL PAI,
2005). Quando associado a laser terapia, favorece o processo de reparo nervoso
periférico, melhorando a funcionalidade, apds LNP (ROSA JUNIOR et al., 2016). Além
disso, ha uma melhora no aporte e na utilizacéo de glicose pelo masculo desnervado,
bem como sua resposta a insulina (NUNES; MELLO, 2009). No entanto, o exercicio
fisico ja se mostrou ineficaz na reducdo do quadro algico, bem como no aumento da
hiperalgesia (GAFFURI et al., 2011; BERTOLINI et al., 2011).
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No tocante as alternativas terapéuticas, o uso de materiais biocompativeis na
regeneracdo nervosa periférica e muscular se faz pertinente (YANG, et al., 2007;
YANG et al., 2011; SCHEAFER e UBINGER, 2013; SONG et al., 2013; DIAS et al.,
2015). Entre esses materiais estdo as proteinas fibroina e sericina, extraidas do
casulo do bicho da seda, as quais tém sido objeto de pesquisas em varios campos
das ciéncias da saude (SAROVART et al, 2003; KONGDEE et al., 2004,
LIMPEANCHORB et al., 2010; ZHIHONG et al., 2012 DINESCU et al., 2013; KIM et al.,
2013; KIM et al., 2014).

Estudos voltados para o uso da sericina elencam inumeros efeitos, incluindo a
sua eventual protecdo contra cancer de pele por supresséao de respostas inflamatarias,
estresse oxidativo e reducao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (ZHORIGETU
et al., 2003). Pesquisas trazem que peptideos da proteina sericina, associados ao
exercicio fisico, melhoram o desempenho aerbbico, a oxidacdo de gordura e o
aumento de testosterona (SUNHEE et al., 2010; KIM et al., 2013; KIM et al., 2014).
Para além desses resultados, ha registros do potencial efeito de cicatrizacdo da
cornea de ratos diabéticos (NAGAI et al., 2009), também se mostra biocompativel
tanto no tratamento de queimaduras quanto na cicatrizacao de feridas (ARAMWIT et
al., 2013).

No entanto, quanto ao seu potencial efeito no tratamento das LNPs, essa
proteina ainda se mostra pouco estudada, mesmo que suas caracteristicas
biocompativeis a tornem potencialmente promissora, indo de encontro com a atual
literatura sobre o uso dessa proteina como alternativa biocompativel no tratamento de
inmeras disfunc¢des organicas (ZHIHONG et al., 2012; SONG et al., 2013; ARAMWIT
et al., 2013; WANG et al., 2015).

Segundo Wang et al. (2015), a sericina na forma de hidrogel reticulado,
sericina-genipina (GSH), se mostrou neurotrépica e neuroprotetora, promovendo a
extensdo e a ramificagdo do axénio, bem como preveniu a morte celular de neurénios
primarios por hipoxia em cultura de células junto a genipina, um agente reticulador
biocompativel que serve como potencial veiculo de entrega, em um modelo de
acidente vascular cerebral.

Diante do exposto, fica evidente a necessidade de pesquisas e de estudos que
tematizem o0 uso de estratégias terapéuticas no tratamento das LNPs, a fim de

guestionar e de preencher as lacunas existentes na literatura quanto as divergéncias
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dos achados a respeito do exercicio fisico de natacdo, assim como sua associacao
com materiais biocompativeis, tornando possivel uma melhor compreensédo dos
fatores que permeiam o processo de regeneracdo neuromuscular e a producao de

conhecimento estratégico para intervencao clinica.

14



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Analisar os efeitos do uso da proteina sericina associado ao exercicio fisico de
natacdo no musculo plantar, apds lesdo compressiva do nervo isquiatico de

ratos Wistar.

2.2 Especificos

e Mensurar a forca de preensao perante ou ndo a lesao nervosa.;

e Avaliar as possiveis alteracdes das juncbes neuromusculares (JNMs) do
musculo plantar;

e Mensurar e caracterizar as possiveis alteracdes histomorfolégicas do musculo
plantar, advindas da regeneracéo nervosa, tratados com sericina e exercicio de

natacao.

15



3 REVISAO GERAL DE LITERATURA

Introducéo

A revisdo de literatura abrange diversos temas, que serdo apresentados em
capitulos, a fim de proporcionar ao leitor um embasamento introdutério dos assuntos
gque gradativamente serdo abordados no decorrer da leitura. Tais assuntos permeiam
as varias areas do conhecimento; porém, no caso deste trabalho, foram: Sistema
nervoso periférico, musculo esquelético estriado, lesdo nervosa e medidas

terapéuticas: Exercicio fisico e proteina da seda.

3.1 Estrutura do nervo periférico e lesdo nervosa

Os componentes do sistema nervoso periférico (SNP, de ora em diante) sao os
nervos, os ganglios e as terminagdes nervosas. Os nervos séo feixes esbranquicados
constituidos de fibras nervosas e envolvidos por tecido conjuntivo (TORTORA;
NIELSEN, 2013). As fibras nervosas sao constituidas por um axénio e suas bainhas
envoltorias sdo constituidas de células de Schwann, diferente do Sistema Nervoso
Central (SNC, deste ponto em diante) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
STANDRING, 2008).

Os ax6nios do SNP em geral possuem pequeno diametro e sdo envolvidos por
uma unica dobra da célula envoltéria em detrimento aos axdénios mais calibrosos que,
guanto maiores, mais envoltérios possuem. O conjunto desses envoltérios chama-se
bainha de mielina (Figura 1) e suas fibras sédo as fibras nervosas mielinicas. Nem
todos os axdnios sdo recobertos por mielina, embora as fibras amielinicas periféricas
sejam também envolvidas pelas células de Schwann (Figura 2), mas, neste caso, ndo
ocorre o enrolamento em espiral (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; KIERSZENBAUM,
2008; TORTORA; NIELSEN, 2013).
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interno M onio externo

Figura 1 — As quatro fases sucessivas da formac&o de mielina pela membrana da célula de Schwann
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Figura 2 - Fibra amielinica, na qual cada ax6nio tem seu proprio mesaxonio (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

Os axbnios dos nervos periféricos sdo agrupados em feixes paralelos,
denominados fasciculos; esses, por sua vez, sao revestidos por bainhas de tecido
conjuntivo frouxo, as quais fornecem suporte ao processo de regeneracdo axonal.
Assim sendo, revestindo cada axonio individualmente, tem-se o endoneuro. Os feixes
de axbnios ou de fasciculos sdo revestidos pelo perineuro, que contém também
fibroblastos, adipdcitos e células do sistema imune como, macréfagos, mastécitos e
linfécitos. Ja na camada mais superficial que envolve o nervo como um todo, tem-se

0 epineuro. As bainhas conjuntivas conferem grande resisténcia aos nervos, sendo
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mais espessas nos nervos superficiais, pois esses Sdo0 mais expostos aos
traumatismos (Figura 3) (SIQUEIRA, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;

CHACHA et al., 2009, TOPP et a., 2012; TORTORA, NIELSEN, 2013).

Epineuro

Perineuro

Endoneuro

Figura 3 — Tecido conectivo do nervo periférico (TOPP; BENJAMIM et al., 2012).

No que diz respeito a anatomia do nervo isquiatico humano, ele é formado pelas

raizes nervosas ventrais que emergem da medula espinal, no nivel da 4° vértebra

lombar (L4) até a 3° vertebra sacral (S3), sendo o maior nervo do corpo humano em

didmetro, com cerca de dois centimetros de largura na porcao proximal. Ele emerge

da pelve por meio do forame isquiatico maior, passa abaixo do musculo piriforme,

desce entre o trocanter maior do fémur e a tuberosidade isquiatica, percorre o dorso

da coxa, anterior aos musculos biceps femoral e semitendineo, desce até o seu tergo

inferior, onde se divide em dois grandes ramos denominados nervo tibial e nervo

fibular comum (Figura 4) (FONSECA et al., 2002; DISTAD; WEISS, 2013).

MNervo cutdneo posterior da coxa (51,2, 3

Forame isquiitico maior

5 5 . Mervo cidtico (L4, 5,51,2,3)
Mervos gliteos inferiores

Ramos perineais do nervo cutidneo posterior da coxa

Segmento fibular comum do nervo ciitico
Segmenta tibial do nervo ciitico
Misculo adutor magno (também

Cabegalonga [seccionada) do misculo biceps da coza parcialmente suprido pelo nervo obturatdrio)

Cabega curta do misculo biceps da coxa
Misculo semitendineo ) .
Cabega longa [seccionada) do misculo biceps da coxa
Mervo fibular comum

Ramo articular do nervo fibular comum

Misculo plantar

Misculo semimembraniceo
Mervo tibial

Famo articular do nervo tibial

& B Mervo cutineo sural lateral
Mervo cutdneo sural medial
Ramo comunicante fibular

Misculo gastrocnémio
MNervo sural

Misculo sdleo: Ib‘

Mervo tibial 1A Ramos laterais do caleineo do nervo tibial
3 K
3 2R —~ Mervo cutdneo dorsal lateral

Ramos mediais do calcdneo do nervo tibial

Mervos plantares medial e lateral

Figura 4 - Vista Posterior das musculaturas do membro inferior direito e do nervo isquiatico. Fonte:

NETTER, Frank H.. Atlas de Anatomia Humana. 2ed. Porto Alegre: Artmed, 2000.

18



Em ratos, o nervo isquiatico origina-se nos segmentos L4-L6 da medula
espinhal (Figura 5), e é unifascicular até o trocanter do fémur. Apds esse ponto divide-
se em duas porcoes, a tibial, dando origem ao nervo tibial, e sural e fibular que da
origem ao nervo fibular e a um ramo cutaneo responsavel por inervar a face proximal
e lateral do triceps sural, apresentando, entdo, caracteristicas similares a do nervo
isquiatico de humanos (SCHMALBRUCH, 1986; DURAKU, et al., 2012).

Safena Tibial Sural
(Medial) (Center) (Lateral)

. (A :l ‘
s"f |

Gangulo da Raiz
Nervo Ciatico { - .
|

Dorsal 4
Medula Espinhal /
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Figura 5 — llustracdo da origem e continuidade do nervo isquiatico do rato (DURAKU et al., 2012).

O SNP é suscetivel a diversos tipos de lesdes, que podem advir de diversas
causas, dentre as lesdes traumaticas destacam-se 0s esmagamentos, a compressao,
0 estiramento, a avulsdo, a seccdo parcial ou total, podendo resultar em
comprometimento funcional, secundario ao déficit da transmissdo dos impulsos
nervosos (MONTE-RASO et al., 2006). Entre as ndo traumaticas, encontram-se as
infecgBes virais, as afec¢Bes inflamatorias, a exposicdo a toxinas, os disturbios
metabdlicos, os tumores, as doencas autoimunes, as diabetes e algumas neuropatias
hereditarias (SILVA; CAMARGO, 2010; SCHEAFER; UBINGER, 2013). Os nervos
ainda podem sofrer com condicBes fisicas adversas, como exposicdo ao frio, a
corrente elétrica e a radiacdo (SILVA; CAMARGO, 2010).

Segundo Kendal et al. (2007), os traumas ainda podem ser divididos em
subitos ou graduais, sendo o segundo o resultado de posi¢cdes mantidas e movimentos
repetitivos, o mesmo pode ser disseminado por um membro ou localizado em um
unico ramo nervoso, podendo ainda ser transitério ou resultar em disfungbes
permanentes.

Entender a classificacdo das lesGes nervosas periféricas € de suma

importancia por estar relacionada ao prognéstico e a determinacdo do tratamento
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(MAZZER et al., 2006). Dentro da classificacdo da lesdo nervosa periférica existem
duas principais que sao descritas pela literatura, segundo seus pesquisadores
precursores. A primeira delas foi descrita por Seddon, em 1943, que definiu trés
diferentes graus para as lesdes nervosas: neuropraxia, axonotmese e neurotimese
(Figura 6).
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Figura 6 - Graus de lesdes nervosas (MARTINS et al., 2013)
1) Neuropraxia — a forma mais branda de uma lesdo nervosa € caracteriza unicamente

pela interrupcdo da conducdo nervosa, na qual existe um bloqueio transitério dos
estimulos nervosos; o axdnio nao perde sua continuidade; 2) Axonotmese — 0s danos
séo suficientes para promover uma ruptura da continuidade axonal, provocando uma
degeneracdo Walleriana distal a leséo. Nesse tipo de lesdo ndo ocorre perda de célula
de Schwann, e a recuperacdo dependera do grau de desorganizacdo do nervo e
também da distancia do 6rgao terminal (SIQUEIRA, 2007; PURVES et al., 2010); 3)
Neurotmese — ocorre quando ha um bloqueio da conducdo nervosa com transecc¢ao
completa do nervo, sendo essa a forma mais grave de lesdo nervosa sem recuperagao
funcional espontanea, devido a associacdo com a laceracao do tecido; € a lesédo que
tem o pior prognaostico na recuperacgao clinica (DOURADO et al., 2003; MAZZER et
al., 2006; SILVA; CAMARGO, 2010).

A segunda classificacdo foi estabelecida por Sunderland (1951), que
caracterizou a leséo nervosa periférica em cinco graus (Figura 7). Grau | - ocorre lesédo
da bainha de mielina, com bloqueio temporario da conducédo nervosa, mantendo a
integridade da estrutura nervosa; Grau Il - com lesdo axonal parcial, degeneracao

Walleriana; porém, com integridade da lamina basal; Grau Illl - com lesdo axonal
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parcial e fragmentacao da lamina basal; Grau IV - com les&o de endoneuro, perineuro

e lamina basal; Grau V - com lesdo axonal completa do tronco nervoso.
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos cinco graus de lesdo do nervo de acordo com Sunderland.
A seta vermelha indica o bloqueio de conducdo (DEUMENS et al., 2010).

O modelo de esmagamento do nervo isquiatico utilizado no presente estudo
reproduziu de forma fidedigna uma les&o do tipo axonotmese (BRIDGE et al., 1994;
CAMPBELL, 2008). Além da perda da condutividade nervosa, ela acarreta a perda da
transmissdo neuromuscular (BOSSE; KURY; MULLER 2001), acometendo assim os
musculos por ele inervado. Ainda segundo Geuna et al. (2015), o nervo isquiatico de
ratos € muito utilizado devido a sua caracteristica morfoldgica, bem como facil acesso

cirdrgico e por possuir dados prévios para comparagao.

3.2 Musculo esquelético estriado

O tecido muscular esquelético € um dos mais dinamicos e plasticos do corpo
humano. Compreende aproximadamente 40% do peso corporal total e contém 50-
75% de toda proteina corporal. No geral, a massa muscular depende do balango entre
a sintese protéica e a degradacao, e ambos 0s processos sao sensitivos para fatores
como estado nutricional, balango hormonal, exercicio fisico, lesdo ou doenca entre
outros (FRONTERA; OCHALA, 2014).
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O musculo esquelético é constituido por células alongadas que contém grandes
guantidades de filamentos citoplasmaticos de proteinas contrateis, geradoras das
forcas necessarias para contracdo muscular, utilizando a energia contida na molécula
de trifosfato de adenosina (ATP). As células musculares tém origem mesodérmica, e
a sua diferenciacéo ocorre pela sintese de proteinas filamentosas, concomitante com
0 alongamento das células (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; TORTORA; NIELSEN,
2013).

Certos elementos das células musculares recebem nomes especificos, como a
membrana celular denominada de Sarcolema; o citosol de Citoplasma e o reticulo
endoplasmatico liso de Reticulo sarcoplasmatico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
BOFF, 2008).

O tecido muscular esquelético é formado por feixes de células longas (até 30
cm), cilindricas, multinucleadas e contendo inumeros filamentos, as miofibrilas. Ja o
didametro das fibras musculares estriadas varia de 10 a 100 uym. Essas fibras tém
origem no embrido pela fuséo de células alongadas, os mioblastos (SILVA et al., 2007,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BOFF, 2008; FRONTERA; OCHALA, 2014).

Como no sistema nervoso periférico, 0 musculo esquelético estriado possui sua
organizagdo estrutural musculo-esquelética bem definida. Assim sendo, as fibras
musculares estdo organizadas em grupos de feixes, tendo o conjunto de feixes
envolvido por uma camada de tecido conjuntivo, chamada epimisio, que recobre o
musculo inteiro (TORTORA; NIELSEN, 2013; FRONTERA; OCHALA, 2014;
SHADRIN, KHODABUKUS, BURSAC, 2016).

Do epimisio partem finos septos de tecido conjuntivo, que se dirigem para o
interior do musculo, separando o feixe; esses septos constituem o perimisio. Por
conseguinte, o perimisio envolve feixes de fibras. Cada fibra individualmente é
envolvida pelo endomisio, que é formado pela lamina basal da fibra muscular
associada a fibras reticulares. O tecido conjuntivo mantém as fibras musculares
unidas, permitindo que a for¢ca gerada por cada fibra individualmente atue sobre o
musculo inteiro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; TORTORA; NIELSEN, 2013;
SHADRIN, KHODABUKUS, BURSAC, 2016).

O arranjo sistematico das miofibrilas é responsavel pelas estriacbes
transversais, quando montados em conjunto, de uma forma muito ordenada, 0s

miofilamentos formam os sarcémeros, que constituem a unidade contratil fundamental
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da fibra muscular (FRONTERA; OCHALA, 2014; SHADRIN, KHODABUKUS,
BURSAC, 2016).

As faixas escuras dos sarcomeros sdo denominadas bandas A (anisotropicas
a luz polarizada), e as faixas claras denominadas bandas | (isotrépicas a luz
polarizada). Na regido central da banda A, pode-se observar uma delgada faixa mais
clara, a banda H, formada somente pelos filamentos espessos. Na zona central da
banda H, observa-se a linha M, formada por um arranjo hexagonal de proteinas que
ligam filamentos espessos adjacentes. A Banda | é dividida por uma linha escura, o
disco Z. A regiao da miofibrila, localizada entre dois discos Z, forma um sarcémero,
com cerca de 2,5 ym de comprimento. A banda | é constituida somente pelos
filamentos finos, que se estendem da linha Z até o inicio da Banda H. Os principais
componentes da banda A sao os filamentos espessos, localizados na regiao central
do sarcomero. Ja os limites laterais do sarcémero sédo dados pelo disco Z, constituidos
por alfa-actinina, onde se ancoram os filamentos finos, a titina e a nebulina (Figura 8)
(FERREIRA, 2005; SILVA et al.,, 2007; BOFF, 2008; TORTORA; NIELSEN, 2013;
ESTRELLA; NAYA, 2014).

Os dois filamentos mais abundantes do tecido muscular esquelético séo actina
e miosina, que representam cerca de 70-80% do teor total de proteina de uma Unica
fibora muscular. Contudo, o sarcbmero e o sarcoplasma contém muitas outras
proteinas que contribuem para a estrutura do citoesqueleto, excitagdo, acoplamento
e contracdo muscular, liberacdo de energia e geracdo de forca (FRONTERA;
OCHALA, 2014).

De particular importancia sdo as proteinas reguladoras, troponina e
tropomiosina, que possuem um papel importante na ativacdo do processo de
contracdo muscular. Outras proteinas contribuem para a atividade fisiologica e para a
propriedades mecanicas do mauasculo esquelético como, Titina e Nebulina
(FRONTERA; OCHALA, 2014). Essas proteinas contribuem para a integridade do
sarcémero, influenciam na tensdo passiva e rigidez, e podem ser relevantes na
sinalizacéo celular (FRONTERA; OCHALA, 2014).

Com a ajuda do microscopio eletrénico pode-se observar a presenca dos
filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina, que estdo dispostos
longitudinalmente nas fibrilas e organizados numa distribuicdo simétrica e paralela
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BOFF, 2008).
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Organizacao da fibra muscular
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Figura 08 - Diagrama ilustrativo: Estrutura do muasculo esquelético. Acesso: 16/10/2017.
http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Histologia/epitelio22.php

O tecido muscular em si é constituido basicamente de dois grandes grupos de
fiboras musculares: as vermelhas, tipo | (predominancia de fibras lentas), com
prevaléncia do metabolismo aerdbico. Sua coloragdo caracteristica se da pela
presenca de um pigmento respiratorio, a mioglobina, que se liga as moléculas de
oxigénio, provenientes do interior dos capilares sanguineos que irrigam os muasculos
esqueléticos; ja as fibras brancas, tipo Il (predominéancia de fibras rapidas), tém
preponderancia do metabolismo anaerdbico (BOFF, 2008; BICUDO et al., 2013). Ela,
tem baixo percentual de mioglobina, ndo dependendo de fluxo continuo e prolongado
de oxigénio; sua vascularizagdo € menor e o nimero de mitocondrias também (BOFF,
2008; YAN et al., 2010; BICUDO et al., 2013).

No entanto, existem ainda subtipos de fibras rapidas que se subdividem em lla,
sendo uma fibra rapida intermediaria, llb, a mais rpida com predominéancia no
metabolismo glicolitico; porém, mais fatigavel que a lla, e a Ild, também de contracéo
rapida, apresentando caracteristicas histoquimicas e bioguimicas similares as fibras
lIx, descritas em ratos, camundongos e coelhos (SILVA et al., 2007; PIOVESAN et al.,
2009; YAN et al., 2010; BICUDO et al., 2013).
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Do ponto de vista morfolégico, essas fibras musculares séao diferentes entre si
porque as moléculas de miosina que as compdem sao diferentes, denominadas,
isoformas de miosina de cadeia pesada. Assim como a quantidade de células que as
contém varia de acordo com a funcao e cada tipo de trabalho realizado pelo musculo
(PIOVESAN et al., 2009; BICUDO et al., 2013), cada musculo do corpo € composto
por uma mistura dessas fibras musculares com suas diferentes graduacées (GUYTON,
2006; BOFF, 2008).

As fibras musculares do musculo esquelético estriado, quando estimuladas
eletricamente pela parte somatica do sistema nervoso, mais especificamente pelos
motoneurénios alfa, que se prolongam para fora do tronco encefélico e medula espinal
até a sinapse quimica (juncdo neuromuscular), responsavel pela inervacdo do
musculo esquelético estriado, geram um processo denominado contragdo muscular.
Esse processo é definido como a ativagao das fibras musculares com tendéncias a se
encurtarem (TORTORA; NIELSEN, 2013). Esse impulso libera neurotransmissores
chamados de acetilcolina; esses, por sua vez, se ligam aos seus receptores na
membrana sarcoplasmatica, causando a despolarizacdo da mesma por meio de
influxo de sédio (TORTORA; NIELSEN, 2013).

A despolarizagéo se propaga da superficie para o interior da fibra por meio de
invaginacdes chamadas de tubulos-T. Junto aos tubulos se encontram as cisternas do
reticulo sarcoplasmatico formando com o tabulo T uma estrutura denominada triade.
Na membrana dos tubulos encontram-se proteinas integrais que a penetram; sao
chamadas proteinas DHP (dihidropiridina) por terem afinidade por dihidropiridina, uma
substancia inibidora da abertura de seus canais de calcio (FERREIRA, 2005;
FERNANDES et al., 2008; TORTORA; NIELSEN, 2013; CSERNOCH e VINCENT,
2015; SHADRIN, KHODABUKUS, BURSAC, 2016).

A despolarizacéo do tubulo T induz a alteracdo conformacional das proteinas
DHP. Essa mudanca estrutural é transmitida aos poddécitos (projecbes
citoplasmaticas) que se encontram em contato com tais proteinas, chamadas
Proteinas Receptoras de Rianodina (RyR1). Essas proteinas se encontram
concentradas na face da cisterna em contato com o tubulo T e contém canais intimos
seletivos ao célcio. Uma vez ativado pela alteracdo da conformacgdo da proteina o

RyR1, abre seus canais devido ao efluxo de calcio do reticulo para o citoplasma da
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fibra muscular (FERREIRA, 2005; MILJKOVIC et al., 2015; SHADRIN, KHODABUKUS,
BURSAC, 2016).

A alteracdo conformacional de RyR1 se transmite a outra proteina ligada a
esse receptor, chamada Triadina. Essa, por sua vez, mobiliza o calcio ligado a
Parvalbumina, a Calsequestrina e a Reticulina, todas encontradas no interior do
reticulo sarcoplasmatico e em contato entre si, liberando mais calcio. Esses saem pelo
canal de RyR1, o qual se encontra aberto fazendo com que haja um aumento do calcio
sarcoplasmético (FERREIRA, 2005; TORTORA; NIELSEN, 2013; REBBECK et al.,
2014).

Isso faz com que haja uma ativacdo das proteinas musculares, que sao
compostas por proteinas contrateis, filamentos espessos de miosina e flamentos finos
de actina, e proteinas reguladoras, compostas por troponina e suas subunidades,
troponina C (TnC, que tem afinidade por calcio), troponina | (Tnl) com propriedade
inibitoria e tem afinidade pela actina, e troponina T (TnT), que se liga a tropomiosina
(SILVA et al., 2007; TORTORA; NIELSEN, 2013).

O célcio, ao se ligar a TnC, faz com que o conjunto modifique a sua
conformacao desligando entdo a Tnl, simultaneamente deslocando a Tropomiosina,
expondo, assim, os sitios das actinas globulares (Act-Gs), permitindo a interagdo com
as projecoes das cadeias de miosina, chamadas de cabeca, que se combinam com a
actina e com Adenosina Trifosfato (ATP), que se decompde em Adenosina Difosfato
(ADP) + Pi (fésforo inorgéanico), gerando energia e produzindo o movimento da cabeca
da miosina. Com isso, tem-se entdo o deslizamento dos filamentos finos em relagéo
aos filamentos grossos, formando as pontes cruzadas (actina-miosina) com
consequente encurtamento dos sarcomeros (aproximacao dos discos Z), e producéo
de forca ao longo da miofibrila, caracterizando a contracédo do musculo (FERREIRA,
2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; REBBECK et al., 2014; MILIJKOVIC et al.,
2015).

O Ciclo de contracdo se repete a medida que a enzima que catalisa a
decomposicdo do ATP (ATPase) hidrolisa a molécula recém-ligada do ATP e continua
enquanto o ATP estiver disponivel e o nivel de calcio proximo do filamento fino for
suficientemente alto. Conforme se encurtam, as fibras tracionam seus revestimentos
de tecido conjuntivo e tenddes, que se esticam e se tornam retesados, e a tensao

passada pelos tenddes traciona 0s 0ss0s aos quais estdo fixados, resultando em
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movimento de uma parte do corpo que permite a realizacdo de tarefas (TORTORA,;
NIELSEN, 2013.)

Quando um mausculo esquelético se contrai, traciona um dos o0ssos da
articulacdo em direcdo ao outro. Esse mecanismo de tragédo por alavancas é possivel
devido a fixacdo dos mesmos aos 0ssos, pelos tendBes, por meio das suas
extremidades fixadoras, da origem e da insercdo dos musculos (TORTORA;
NIELSEN, 2013).

Sendo assim, o musculo plantar origina-se no coéndilo lateral do fémur,
inserindo-se no calcaneo (tenddo do calcaneo) (NETTER, 2000). E inervado pelo
nervo tibial (lombar 4 — sacral 1). E um musculo pequeno e pode ndo existir ou ser
duplo em cada perna (Figura 9) (ABRAHAMS, 2011; TORTORA; NIELSEN, 2013). E
composto predominantemente na sua por¢ao profunda, por fibras brancas, com pouca
resisténcia a fadiga e de contracdo rapida, pois sua demanda funcional faz com que
suas fibras sejam ativadas de maneira intermitente durante a marcha (ROY et al.,
1997; FULLER et al., 2006).
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Miusculos do rato da perna
esquerda - vista posterior

Figura 9 - Masculos do membro pélvico esquerdo do rato, énfase no muasculo plantar - Vista posterior

(dissecacao superficial). Acesso em: 14/02/17 - http://slideplayer.com/slide/download/.

A funcdo do musculo plantar no corpo humano é auxiliar na estabilizacado do
joelho (propriocepc¢éo), atuando como coadjuvante na flexdo plantar do tornozelo e na
flexdo da articulagéo do joelho (SPINA, 2007). No rato, auxilia no suporte do peso do
animal, ndo apenas durante a atividade locomotora (marcha), mas também no suporte
estatico (FRISCHKNECHT, BELVERSTONE e VRBOVA, 1995). Woittiez, Huijing e
Rozendal (1985) descrevem que o musculo possui predominantemente fibras de
contracdo rpida. O mauasculo representa em média 12,5% do peso quando
correlacionado ao complexo de musculos superficiais da panturrilha, com area da
seccao transversal representando cerca de 14% e representa 15% da forca ativa
maxima.

Tendo em vista que o musculo esquelético estriado depende de estimulo
nervoso (elétrico) (TINTIGNAC et al., 2015) para que sua contragdo ocorra de maneira
eficiente, fica explicita a necessidade de conhecer as consequéncias fisiopatologicas

acerca dos efeitos da desnervacao sobre a morfologia e a funcionalidade do musculo
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supracitado, sendo de fundamental importancia para o entendimento da causa e

posterior intervencao terapéutica.

3.3 Juncao neuromuscular

A atividade contratil do musculo esquelético é regulada pelo sistema nervoso
central, por meio da transmissdo de potenciais de acdo advindo dos neurbnios
motores as fibras musculares. Tanto o ax6nio motor pré-singptico quanto a fibra
muscular esquelética pos-sinptica sao altamente especializadas na JNM, garantindo,
assim, uma transmisséo eficiente do potencial de acéo (TINTIGNAC et al., 2015).

Essa transmissao que ocorre em uma sinapse quimica altamente especializada,
a juncdo neuromuscular (JNM) ou placa terminal motora. Por conseguinte, o
comprometimento da fungdo da JNM resulta em fraqueza muscular ou paralisia,
prejudica os gatilhos existentes que realizam sinalizacdo no musculo esquelético,
levando, em Ultima instancia, a perda de massa muscular grave (TINTIGNAC et al.,
2015).

As JNMs nao se desenvolvem em locais aleatérios no musculo, pelo contrario,
se desenvolvem numa zona central estreita da fibra muscular de modo que, muitas
JNMs, estdo localizadas em uma fileira, formando uma placa terminal na fibra
(FERRARO, MOLINARI, BERGHELLA, 2012; TORTORA; NIELSEN, 2013). Possui
trés elementos estruturais principais: a regido pré-sinaptica, onde se encontra 0
terminal do nervo parcialmente envolto por células de Schwann; a fenda sinaptica,
ocupada pela lamina basal; e a regido pos-sinaptica, integrada pela membrana pos-
sinaptica especializada do musculo (HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006;
TORTORA; NIELSEN, 2013).

No entanto, a forma e o tamanho do terminal axonal, bem como a complexidade
das membranas pré e poés-sinapticas da JNM, variam entre os diferentes tipos de
fibras musculares (OGATA, 1988).

Regido pré-sinaptica

Antes de atingirem a regido pré-sinaptica, os axénios sdo envoltos por bainha

de mielina, os chamados ax6nios pré-terminais. Ao encontrar 0 musculo, ramificam-
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se por todo tecido conjuntivo intramuscular e passam a ser chamados de axénios
terminais (CARMIGNOTO etal., 1983; HALL e SANES, 1993; TINTIGNAC et al., 2015).

A regido pré-sinaptica possui algumas estruturas caracteristicas como o0
terminal nervoso, onde se encontram as vesiculas sinapticas que sao sintetizadas nos
corpos dos motoneurdnios. As vesiculas se encontram nas zonas ativas que
correspondem a parte interna da membrana pré-sinaptica, onde se fundem a
membrana do terminal nervoso e liberam acetilcolina na fenda sinaptica,
transportadas pelos axoénios até o terminal (HALL e SANES, 1993; SANES e
LICHTMAN, 1999; LIEBER, 2002, RUFF, 2003). Sua funcdo é estocar e liberar
acetilcolina, além de possuir mitocondrias que dao suporte ao seu funcionamento
(HALL e SANES, 1993; HUGHES, KUSNER e KAMINSKI, 2006).

Outro importante elemento da regido pré-sinaptica séo as células de Schwann,
gue emitem processos que envolvem o terminal nervoso dos motoneurdnios com
intuito de protegé-los de possiveis lesdes quimicas e mecanicas (HALL; SANES,
1993; SANES; LICHTMAN, 1999).

Fenda Sinaptica

A JNM possui duas fendas sinapticas: a primaria, que compreende 0 espaco
determinado entre o terminal nervoso e a fibra muscular, sendo preenchida pela
lamina basal sindptica; e a secundéria, formada pelo espaco entre as dobras
juncionais do sarcolema pdés-sinaptico e a lamina basal (SANES, 2003). A fenda
sinaptica possui uma membrana basal que se prolonga até as dobras juncionais e se
acoplam a membrana basal das células de Schwann. Extremamente especializada, a
membrana basal sinaptica possui proteinas em sua matriz extracelular, que
coordenam a sintese e a concentracao da acetilcolinesterase pds-sinaptica, proteina
de suma importancia no processo de contracdo e relaxamento muscular (HALL e
SANES, 1993; RIBCHESTER, 2009; TINTIGNAC et al., 2015).

Regido Pds-sinaptica
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Os componentes da regido pdés-sinaptica sdo requeridos para otimizar a
transmissdo dos sinais quimicos advindos do terminal nervoso para realizar a
contracdo muscular apoés liberacdo da acetilcolina (HUGHES; KUSNER; KAMINSKI,
2006; TINTIGNAC et al., 2015).

A regido pos-sinaptica € composta por algumas estruturas, como o sarcolema,
gue contém dobras juncionais formadas pelo seu pregueamento para aumentar a
superficie, consequentemente, aumentando a eficacia da transmissdo sinaptica
(MARQUES et al., 2000). Essas dobras juncionais possuem receptores de acetilcolina
(RAChs), canais de sodio e moléculas de adesao neuronal (NCAM) HALL; SANES,;
RUFF, 2003; TINTIGNAC et al.,, 2015). A NCAM é uma proteina exclusivamente
encontrada nas JNMs adultas, exceto quando ela encontra-se em processo de
regeneracao. Nesse processo, a expressao da NCAM é aumentada, estimulando o
brotamento axonal e reconexao nervo-musculo (IDE, 1996; WALSH et al., 2000).

3.4 Juncgao neuromuscular e desnervacao

A preservacdo da JNM é importante para manter a massa muscular. Conforme
Deschenes et al. (2003), a JNM demonstra uma impressionante plasticidade quando
submetida a alteragdes neuromusculares, mesmo em animais adultos, sendo que uma
abrupta e completa paralisacdo da atividade neuromuscular por meio da desnervacéo
ou lesdo por neurotoxinas modulam sua estrutura e fungao.

A desnervacao ou o mau funcionamento de transmissdo da JNM resulta em
perda de massa muscular. Esse baseia-se na ativagcdo ou na inibicdo de vias
especificas de sinalizacdo, como, por exemplo, as vias MuRF-1 e MAFbx,
identificadas como ubiquitina ligases E3, que sao vias proteoliticas e se encontram
aumentadas no musculo esquelético sob condicGes de atrofia muscular, tornando-se
excelentes marcadores de atrofia (BODINE et al., 2014).

As IJNMs estdo sujeitas a remodelacdes, devido a diversos fatores: idade
(BARKER; I.P, 1965; ANDONIAN; FAHIM, 1987; FAHIM, 1997; PRZYBYLA, 2005),
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compressfes, esmagamentos e sec¢des traumaticas de nervos periféricos, pancadas
ou quedas (Figura 10) (GATTUSO et al., 1988), grau de atividade neuromuscular
(ROBBINS, 1986; DESCHENES, 1993; FAHIM, 1997), algumas doencas congénitas,
como Miastenia Graves (MG) e Sindrome de Lambert-Eaton, além de vérias formas
de intoxicag&o, sendo uma delas o botulismo (KALAMIDA et al., 2007, MAHADEVA
et al., 2008; TINTIGNAC et al., 2015).

.A“- Condigdo normal  Adulto : |doso B - Oito semanas pos-lesio
1

0
+%4e| Acetilcolina e vesicula

coumgio DA IDADE:
aixa nutricdo

Aduto } Idoso

. Receptor de acetilcolina
0 Acetilcolinesterase
B céuies de Schwann

I Fibra muscular
B Terminal do nervo

Formagao pobre danficaca do teminal de
celuizs de Schwann, terminal axonal
focais de aceticoling e cegeneracdo oas
DrEQas juncionais

Figura 10 — Diagrama esquemadtico, representando contato nervo-musculo pela jungdo neuromuscular,
condicao normal (A) e oito semanas pos leséo (B). (A) — estrutura morfofisiolégica normal. (B) observa-
se danos e pobre formacao do terminal de células de Schwann, terminal do axdnio, locais de acetilcolina
e degeneracao das dobras juncionais, adaptado de (KAWABUCHI, TAN, WANG et al., 2011).

As reorganizagdes que ocorrem na estrutura das JNMs podem estar
relacionadas as modificagBes no seu tamanho, no comprimento e na dispersao das
vesiculas sinapticas e seus devidos receptores (ANDONIAN, 1988; WAERHAUG,
1992; DESCHENES, 1993; FAHIN, 1997; DESAULNIERS, 1998; DESCHENES,
2000).

Matsuda et al. (1988) estudaram as JNMs do mdusculo fibular longo de
Hamsters apds diferentes periodos de desnervacédo (2, 4, 8 e 16 semanas) e
reinervacao (4, 10 e 20 semanas). Observaram a restauracao dos sulcos sinapticos e
aumento das dobras juncionais, além de uma organizacdo estrutural e recuperacao

do aparelho subneural.
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Segundo Torrejais et al. (2009), analisando a morfometria e morfologia das
JNMs de diafragmas de ratos novergicos desnervados em diferentes periodos,
constataram algumas modificacbes na morfologia das JNMs, tais como a
degeneracdo do citoplasma juncional e ranhuras sinpticas profundas com
escavacOes periféricas que abrigam os botdes terminais do nervo. As JNMs, apés a
desnervacdo, se apresentaram menores e com aspecto alongado, possuindo
contornos menos visiveis, além da distribuicéo irregular das dobras juncionais.

Sabe-se ainda que apds a lesdo nervosa é possivel observar alteracées nos
receptores de acetilcolina (RAChs), em que na fase inicial do desenvolvimento RAChs
revestem toda fibra muscular e incorporam o sarcolema. A partir do contato do nervo
com a fibra muscular, os receptores se aglomeram nesse local de contato, levando a
diminuicdo do namero de receptores extrajuncional e ao seu aumento juncional. A
desnervacédo causa inversdo desse processo, aumentando o numero de receptores

extrajuncionais no musculo e tornando-o mais receptivo a reinervacdo (LIEBER,
2002).

3.5 Lesao nervosa e seus efeitos sobre o musculo

Sabe-se que a LNP pode resultar em diversas implicacoes, desde sensoriais e
autondmicas, incluindo paresias e plegias, geram hipotrofias, bem como retracoes
teciduais, dor e edema, parestesias, limitacdes funcionais além de complicacdes
motoras deletérias advindas de um déficit de comunicacdo entre nervo e musculo
(SILVA; CAMARGO, 2010).

Assim, o 6rgédo inervado pelo nervo lesionado, esta sujeito a ocorréncia de
atrofia em um periodo variavel de semanas a meses apos a leséo, dependendo do
grau de reinervacdo. Além disso, a denervacdo prolongada leva a degeneracéo
irreversivel das bainhas dos nervos intramusculares (SILVA; CAMARGO, 2010).

Embora ocorram diversas alteragdes funcionais, em decorréncia da LNP, a
atrofia muscular € a mudanca mais incisiva encontrada apos a lesdo e varia
notadamente entre acometidos da mesma espécie e entre musculos do mesmo
individuo (SIQUEIRA, 2007). De acordo com Carlson (2014), a atrofia se torna
mensuravel em poucos dias, mas em musculos lentos, como o séleo, ocorre mais

rapidamente. Nunes e Mello (2005) realizaram lesdo por sec¢ao no nervo isquiatico e
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observaram que a atrofia no musculo séleo foi evidente apés o 3° dia de lesdo e
substancialmente maior no 7° dia.

Caso a desnervacado permaneca, dentro de dois anos, as fibras podem
fragmentar e desintegrar. Nesse caso, verifica-se, no primeiro e segundo meses, uma
perda da massa muscular de 30% a 60%, e com a continuidade essa perda chega de
60% a 80% em 4 meses (SIQUEIRA, 2007).

A atrofia por desnervacdo pode ser classificada em trés estagios, segundo
Muscatello, Margreth, Aloisi (1965) apo6s estudarem o musculo semitendineo de ras,
devido a lesdo nervosa periférica por sec¢do do nervo isquiatico e femoral. No primeiro
estagio (fase de retardo), o musculo perdeu menos de 5% de massa e com a
permanéncia da lesdo a massa muscular diminuiu de 5 a 25%, iniciando assim a 22
fase (1 a 3 meses poés lesdo), na qual se pode constatar reducdo das proteinas
contrateis (protedlise) e aumento da concentracdo dos componentes estruturais do
reticulo sarcoplasmético. Concluindo, em uma fase mais avancada (atrofia
degenerativa), ha reducdo da massa muscular, acima de 30%, associada a alteracdes
no sarcoplasma. Os autores descrevem que 0s estagios iniciais da atrofia, no musculo
semitendineo de ras, condizem a um periodo de algumas horas ou dias em mamiferos
como os ratos. No entanto, em humanos, a atrofia, a proliferagdo de tecido conjuntivo
e a substituicdo por tecido adiposo ocorrem de maneira mais lenta (KERN et al., 2002).

Segundo Colli (1993), as estruturas dos miocitos comecam a reduzir em
didmetro, devido a diminuicdo no numero e no tamanho das miofibrilas. Elas véo
retraindo-se e perdendo gradativamente a sua capacidade de contragéo, dando lugar
ao processo de atrofia. Ainda, ao final de 18 meses, o musculo podera estar
completamente substituido por tecido conjuntivo cicatricial, caracterizando o processo
permanente de fibrose.

Outras alteracdes também ocorrem, como, por exemplo, a reducéo drastica no
namero das células satélites por apoptose (KUJAWA; BARAN; JANKOWSKA-
STEIFER, 2005) e a diminuicdo no numero de sarcomeros (CEYLAN et al., 2014).

Dependendo do grau da lesdo nervosa, O processo progressivo de
degeneracédo muscular pode estabilizar-se, caso a desnervacéo for incompleta ou néo
e do grau de reinervagdo espontanea que esta ocorrendo (normal ou aberrante), e

também da possivel inervagéo contralateral (COLLI, 1993).
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Segundo Minamoto (2007), as proteinas musculares possuem meia-vida em
torno de 7 a 10 dias; entretanto, a interrupcdo do estimulo contrétil, devido a
desnervacéo, leva a diminuicdo da sintese e ao aumento da degradacao protéica,
consequentemente, diminuindo a meia-vida da proteina para um periodo inferior a 7
dias, acarretando na diminuicdo da massa muscular. Esse balan¢o protéico que
determina a plasticidade da fibra muscular ocorre no sarcomero, a unidade funcional
do musculo.

Além dessas alteracdes provocadas pela desnervacéo, a auséncia do estimulo
nervoso acarreta a diminuicdo da isoforma lenta da cadeia pesada de miosina, com
conseguente aumento proporcional da cadeia pesada de miosina rapida (MINAMOTO,
2007).

Apo6s 30 dias de desnervacdo, a porcentagem de fibras rapidas do tipo 1B
aumentam de 4% para 9%, bem como as fibras do tipo 11X, que aumentam de 13%
para 23%. Entretanto, as fibras do tipo IIA e do tipo | diminuem de 42% para 32% e
de 41% para 36%, respectivamente, demostrando que a diminuicdo da atividade
provoca alteracéo da fibra no sentido lenta para rapida (LIEBER, 2002; MINAMOTO,
2007).

Além disso, observam-se também modificacdes na excitabilidade muscular. A
energia necessdria para excitar o musculo e a duracdo do pulso para produzir a
contracdo tornam-se maiores (RUSSO et al., 2004).

Dentro do que foi exposto acerca das consequéncias deletérias da
desnervacédo sobre o musculo esquelético estriado, ha consenso na literatura que a
inervacao é fundamental para a manutengdo das propriedades fisicas e plasticidade
dos diferentes tipos de fibras musculares (MINAMOTO, 2007).

No que tange a plasticidade neuromuscular, sabe-se que a musculatura
esquelética possui a capacidade de se regenerar rapidamente, mesmo apés danos
considerados severos (FERNANDES et al., 2008).

A desnervacdo muscular leva a fibra muscular a atrofia, a fibrose e ao
alargamento transitorio do leito capilar intramuscular, causando um aumento no
volume de sangue do musculo e consequentemente aumento do fluido extracelular,
além do aumento da protedlise. Felizmente, o musculo esquelético € capaz de
extensiva regeneracdo por meio da ativacdo de células satélites (KAARIAINEN;
KAUHANEN, 2012; RANDOLPH; PAVLATH, 215).
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Dentro desse contexto, fatores de transcricdo chamados de Fatores de
Regulacdo Miogénica (MRF), incluindo Fator de Diferenciacdo Miogénica (MyoD),
Fator Miogénico 5 (Myf5), miogenina e Fator de regulacdo miogénica 4 (MRF-4),
transformam as células mesodermais em mioblastos, apds transformam-se em
midcitos (célula mononucleada), conseguinte essas células se fundem para formar
miotubos, apods diferenciam-se caracterizando a fibra muscular multinucleada (DAL
PAI SILVA e CARVALHO, 2007; BOFF, 2008; SHADRIN, KHODABUKUS, BURSAC,
2016).

Esses mesmos fatores sdo responséaveis por regular a ativacdo das células
satélites (CS), as quais se encontram na periferia (entre a lamina basal e sarcolema)
da célula muscular, cuja importancia se faz no crescimento e na regeneracao muscular
(FERNANDES et al., 2008; FRONTERA; OCHALA et al., 2014; SHADRIN;
KHODABUKUS; BURSAC, 2016).

Em resposta a lesé@o e ao exercicio, as CS, que se encontram quiescentes no
musculo adulto, se tornam ativas e se proliferam, a fim de contribuir no reparo da
lesdo. ApoOs a ruptura da lamina basal em consequéncia de um miotrauma, as CS
migram para a regido da lesdo, tendo em vista que o evento inicial da degeneragéo
muscular é a necrose das fibras musculares, que consequentemente serve como
gatilho para o rompimento das proteinas sarcolemais. No local, participam do
processo de regeneracdo muscular, se dividem por mitose, podendo se fundir para
formacgé&o de miotubos multinucleados ou fundem-se a célula muscular lesionada, que
posteriormente se diferenciam, formando uma nova fibra muscular (DAL PAI SILVA e
CARVALHO, 2007; BOFF, 2008; SOUZA et al., 2015; SHADRIN, KHODABUKUS,
BURSAC, 2016).

Ainda, no que tange aos processos de plasticidade neuromuscular do musculo
esquelético, vale salientar a existéncia de vias de sinalizacdo especificas para que
tais eventos ocorram. Sendo assim, a atrofia e a hipertrofia muscular sao eventos
caracteristicos que definem a capacidade que o musculo esquelético tem em resposta
a variados estimulos. O processo de hipertrofia é regulado por cascatas especificas
de sinalizacao intracelular, responsaveis pela regulacao trofica da massa muscular,
gue sdo acionadas na pratica de exercicios fisicos, sejam eles agudos ou cronicos
(FERNANDES et al., 2008).
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Assim, as vias da treonina/serina quinase (Akt), Calcineurina (Fator nuclear de
células T ativadas), MAPks e Miostatina, sdo algumas das vias responsaveis pela
hipertrofia muscular. Assim como também na atrofia, algumas vias sdo acionadas:
Autofagia, Calpainas dependentes de célcio, Via lisossomal, Via de sinalizacéo das
Caspases e Via de sinaliza¢do da Ubiquitina Proteassoma, sdo as responsaveis por
tais eventos (FERNANDES et al., 2008; MACHADO et al., 2009; TEIXEIRA, FILLIPIN,
XAVIER, 2012).

Dessa forma, deve-se considerar os fatores adversos advindos da desnervacao
do sistema muscular e a necessidade decorrente de se criar praticas clinicas que
venham a interagir de maneira proficiente na recuperacdo e na aceleracdo do
processo regenerativo, com intuito de reestabelecer a funcionalidade do paciente.
Nessa perspectiva, o exercicio fisico junto a préatica de estratégias terapéuticas se

mostra valido.

3.6 Exercicio fisico e processo de regeneracdo neuromuscular

Apesar da capacidade de recuperacdo do sistema nervoso periférico e os
avancgos até entdo alcangcados pela microcirurgia, a regeneragdo nervosa continua
falha, devido aos caminhos inapropriados de reinervacao axonal de nervos mistos
(SIQUEIRA, 2007). Além do mais, os ax6nios lesados podem estar muito distante de
seus Orgaos-alvo, para restabelecer conexao (Li et al., 2014), tornando a recuperacéo
funcional apos lesdo nervosa periférica um desafio para a reabilitacéo.

Quando a lesao ocorre por esmagamento ou compressao e a continuidade do
nervo é preservada, a regeneracao em si € mais favoravel; contudo, fatores como a
degeneracdo Walleriana, que se inicia imediatamente apds a lesdo, torna-a
demasiadamente lenta, consequentemente, a maturacdo das fibras nervosas
regeneradas raramente é alcancada (ROBINSON, 2000; VERDU et al., 2000;
BURNETT et al., 2004).

Diversos fatores limitam o retorno da sensibilidade e da motricidade da regido
envolvida, como a formacéo de tecido cicatricial, a perda de rota dos axonios, entre
outros (SOBRAL et al., 2008).

Assim, varios estudos experimentais vém sendo realizados para prevenir a

atrofia muscular, no intuito de preservar as condi¢cfes estruturais e metabdlicas do
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musculo enquanto a regeneracdo nervosa se processa. Para isso, tem sido utilizada
a eletroestimulacéo fasica de baixa frequéncia, e o exercicio fisico (HERBISON et al.,
1980; DENNIS et al., 2003; FERNANDES et al., 2005; SEO et al., 2006). Todavia, a
literatura ndo se mostra unanime quanto ao tipo de intervencdo, de tempo e de
intensidade exata para quaisquer dessas intervencdes (MALYSZ et al., 2011,
BERTOLINI et al., 2011; POSSAMAI et al., 2012; CORADINI et al., 2014).

Estudo de Van Meeteren, (1997), alerta que, quando o exercicio €é iniciado na
fase aguda de desnervacao, a recuperacdo sensorio-motora e funcional € acelerada.
No entanto, adverte quanto a consequéncia do exercicio fisico intenso nessa fase,
indicando seu efeito deletério, principalmente sobre a funcdo muscular.

Resultados benéficos quanto a utilizacdo do exercicio fisico algumas horas
apos a lesao nervosa foram descritos por Seo et al. (2006), utilizando exercicio na
esteira apos 12 horas de esmagamento do nervo isquiatico de ratos Sprague-Dawley
(30 minutos, 2 vezes ao dia, durante 14 dias). A corrida favoreceu a recuperacao
sensorio-motora e a regeneracao axonal além de regular a sintese proteica.

Pagnussat (2009) desenvolveu estudo em ratos com esmagamento do nervo
mediano e ulnar. Eles foram submetidos aos protocolos de treinamento de habilidade,
gue consistia em alcancar alimentos de dentro de uma caixa acrilica e um protocolo
de treinamento de repeticédo, que consistia em caminhar em uma esteira. Evidenciou-
se que ambos os protocolos foram suficientes para acelerar a recuperacéo funcional;
porém, o treinamento de repeticdo produziu um maior grau de regeneracao nervosa
periférica do que o treinamento de habilidade.

Resultados similares foram obtidos por Teodori et al. (2011), que avaliaram as
alterac6es morfologicas e as caracteristicas funcionais de ratos Wistar submetidos a
ciatalgia e ao exercicio de natacdo em periodos distintos. Os pesquisadores
concluiram que a natacao, independente do periodo iniciado, fase aguda ou tardia,
acelerou o processo de regeneracao nervosa, sugerindo, assim, que o exercicio fisico
pode ser iniciado imediatamente apds a leséo.

Diferentemente, Sobral et al. (2008), aplicando um protocolo de exercicio em
esteira, iniciado também em fase imediata e tardia da lesdo, sobre a recuperacéo
funcional e histomorfométrica, de nervo isquiatico de ratos Wistar, constataram que o

protocolo de exercicio, independente da fase de lesdo em que foi iniciado, néao
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influenciou no brotamento axonal, no grau de maturagao das fibras nervosas e nem
na recuperacao funcional.

ModificacBes também foram descritas por Gaffuri et al. (2011), que aplicaram
um protocolo de exercicio fisico resistido de natacdo e salto em ratos Wistar,
submetidos a compressdo do nervo isquiatico. Os pesquisadores avaliaram a
nocicepcdo poés realizacdo do exercicio e concluiram que o exercicio fisico nos
parametros aplicados néo foi eficaz para reduzir o quadro algico dos animais. Dados
semelhantes foram encontrado por Bertolini et al. (2011), aplicando um protocolo de
natacdo durante seis semanas, trés vezes por semana, em ratos Wistar submetidos a
ciatalgia. Esses, por sua veze, constataram que o exercicio fisico produziu maior
hiperalgesia do que em relacéo ao grupo controle.

Possamai et al. (2012) buscaram avaliar a interferéncia do exercicio em roda
motorizada no processo de regeneracdo nervosa de ratos Wistar submetidos a
axonotmese e concluiram que embora o exercicio fisico ndo tenha interferido na
manutencdo da viabilidade neuronal nos sitios proximais a lesdo, sua continuidade
prejudicou a viabilidade dos cotos neurais distais.

Sendo assim, diante das evidéncias e dos estudos supracitados, o efeito do
exercicio fisico de resisténcia sobre 0 processo de recuperacdo e dereparo nervoso

periférico esta longe de um consenso.

3.7 Sericicultura

Sabe-se que a sericultura comecou na China em tempos remotos,
possivelmente no periodo neolitico. Um casulo do bicho-da-seda foi descoberto num
sitio arqueologico na provincia de Shanxi, datando de 2600-2300 a.C. Os mais antigos
achados referente a restos de seda descobertos datam da Dinastia Shang (sécs. XVI-
Xlll a.C.). A invencao da seda tem sido tradicionalmente atribuida a Sr2. Xiling (Sr2. Xi
Ling Shi), a esposa do lendario Imperador Amarelo (Huangdi), que supostamente
viveu de 1698-1598 a.C. Segundo o fildsofo Confucio, enquanto ela estava bebendo
uma xicara de cha sob uma amoreira, um casulo de seda caiu-lhe na xicara. Ela
observou trivialmente que o fio de seda comecou a desenrolar-se no chi quente. Ao
verificar tal fato, desenrolou os fios de seda e usou-os para fabricar tecidos
(PAPAVERO; PUJOL LUZ, 2011).
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Da China, o inseto foi introduzido no Japédo, no Turquestao e na Grécia. No ano
de 1740, o bicho-da-seda se expandiu pela Europa, especificamente, Espanha,
Franca, Itdlia e Austria. J4 na metade do século XVIII, ocorreu a introducédo da
sericicultura no territorio brasileiro, no Estado do Rio de Janeiro, e, em 1922, na cidade
de Campinas-SP, foi criada a primeira Industria de Seda Nacional S.A. A partir da
década de 30, a sericicultura tornou-se uma importante atividade para a agroindustria
brasileira e, atualmente, o Estado do Parana € o maior produtor nacional de casulos
verdes de bicho-da-seda (BUSCH, 2010). No Brasil, a sericultura € uma importante
atividade agroindustrial, contribuindo substancialmente para a economia rural.

Segundo Busch (2010), o pais é o 6° produtor mundial de casulos verdes e fios
de seda. A atividade desenvolve-se, sobretudo, nas pequenas propriedades rurais,
nas quais predomina o trabalho familiar, representando uma alternativa importante
para a melhoria da renda dessas propriedades e contribuindo para a diminuigdo do
éxodo rural. Assim, pode-se considerar que a sericultura contribui de forma direta para
o desenvolvimento sustentavel do pais, tendo em vista seu relevante aspecto social,
devido também ao baixo impacto ambiental que a atividade exerce.

S6 em 2009, o Brasil exportou, entre seda e produtos da seda, 977 toneladas,
0 equivalente a R$ 26,3 milhdes para o pais, sendo obtido o pre¢co médio esse ano de
US$ 26,94/kg (BUSCH, 2010).

Atualmente, a sericina possui um valor comercial substancial, sendo utilizada
em uma gama variada de setores, com diversos objetivos, desde alternativas
medicinais, cosméticas, alimenticias, até revestimento de fibras artificiais e naturais
(SAROVART et al., 2003; ARANWIT et al., 2011).

Consequentemente, o aumento do segmento da sericicultura alavancou
concomitantemente o interesse da area cientifica. Dentre as varias pesquisas ja
realizadas e as aplicacdes farmacoldgicas comprovadas acerca das alternativas
biocompativeis encontradas, 0 quesito regeneracdo nervosa a partir de condutas
biodisponiveis se mostra valida (YANG et al., 2007; YANG et al., 2011; WEI et al.,
2011; DINIS et al., 2014; DIAS et al., 2015; WANG et al., 2015).

3.7.1 Estrutura do casulo da seda Bombyx mori
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A conformagcéo estrutural da concha de casulo da seda Bombyx mori se da a
partir de polimeros de proteina, sendo que a sericina envolve a fibra fibroina com
sucessivas camadas adesivas (Figura 11), assegurando, assim, a coesao do casulo
por colagem dos fios de seda em conjunto. Ha uma terceira proteina, a P25, que
também auxilia na manutencdo da continuidade do fio; porém, em menor
concentracédo. A fibroina é responsavel pela parte predominante da composicéo, cerca
de 70% do total de peso da concha de casulo, jA os componentes de sericina
contribuem apenas com 20% a 30% (PADAMWAR et al., 2005; ARANWIT et al.,
2011). A constituicdo desses casulos se difere em seus componentes e estruturas de

acordo com os insetos que o produzem (SUNHE et al., 2010).
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Figura 11 — Imagem da secc¢édo transversal de um casulo com as fibras de revestimento sendo
representadas, sericina e fibroina (SCHEAFER; UBINGER, 2013).

3.7.2 Sericina, estrutura e métodos de extragéo

A sericina € uma familia de peptideos com peso molecular variando entre 24 a
400 kDa (dalton), dependendo do método de extracdo, da temperatura, do pH e do
tempo de processamento. Ela pode oferecer diferentes composi¢des de aminoacidos,
sendo que 70% do conteudo total de aminoacidos da sericina sdo aminoacidos polares,
especialmente serina e acido aspartico (ARANWIT et al., 2011).

No casulo, o fio de sericina forma trés fracdes diferentes de fora para dentro
cobrindo a fibroina, essas camadas s&o denominadas de camada I, Il e lll ou A, B e
C, respectivamente (PADAMWAR, 2004; BARAJAS et al., 2016) e delas pode-se
extrair até quatro componentes (ARANWIT et al., 2011).

No que diz respeito a sua solubilidade, alguns autores a classificam em duas

classes: a-sericina e B-sericina. A primeira esta localizada na camada exterior e tem
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alta solubilidade em &gua quente. A segunda é na camada interna e possui baixa
solubilidade quando comparada a primeira. Essa diferenca entre as subunidades pode
ser explicada pela presenca de uma quantidade menor de atomos de carbono e
hidrogénio, e uma maior presenca de nitrogénio e oxigénio na [-sericina
(PADAMWAR, 2004; RAJPUT; KUMAR, 2015; BARAJAS et al., 2016).

Em po, possui uma estrutura amorfa, que na presenca de agua se transforma
numa estrutura-f3; essa, por sua vez, varia dependendo da maneira que a sericina é
preparada, podendo permanecer num estado parcialmente desdobrado com 35% de
folhas-B e 63% de enrolamento aleatério, nao contendo a-hélice (PADAMWAR, 2004;
ARANWIT et al., 2011; RAJPUT; KUMAR, 2015).

Existem varios métodos para extracdo da sericina. Um deles é a degomagem
de casulos, que pode ser realizada pela extragcdo em auto-clavagem com variacéo de
tempo entre quinze minutos e trés horas, obtendo também certa variacdo no peso
molecular (PADAMWAR, 2004; BARAJAS et al., 2016). Outro método é a extracéo
por acido e calor, dando a sericina um peso molecular de 35 a 150 kDa, enquanto a
extracdo por solugéo alcalina concede a ela um peso molecular de 15 a 75 kDa e a
extracdo usando uréia um peso molecular variando entre 10 a >225 kDa (ARANWIT
et al., 2011).

Quando a sericina é extraida a partir do casulo Bombyx Mory em autoclave,
com temperatura de 105°C, durante 30’, obtém-se uma sericina com boa propriedade
de gelificacdo e rendimento. Uma nova elevacdona temperatura aumenta o
rendimento; no entanto, perde-se as propriedades de gelificagcdo (RAJPUT; KUMAR,
2015). E mister ressaltar quetais processos ndo s&o normalmente aplicados na
industria da seda, pois o tratamento € muito longo e provoca danos significativos a
fibroina, mesmo o processo resultando em nenhuma impureza (ARANWIT et al.,
2011).

A composicdo de aminoacidos da sericina (Tabela 1) lhe concede um caréater
hidrofilico (KUNDU et al., 2008; ARANWIT et al., 2011), viabilizando, assim, o
processo de degomagem, devido a polaridade dos aminoacidos, o que possibilita a
remocdo quando aquecidos em Aagua, ja que apresentam caracteristicas
hidrossoltuveis (PADAMWAR, 2004; ZHANG et al., 2006).
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Tabela 1 — Composi¢do da proteina sericina.

Aminoéacidos % 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)
3.7.3 Sericina e seu potencial uso

A sericina € uma proteina natural e bem conhecida atualmente, principalmente
por possuir um valor comercial substancial; tem sido utilizada em diversos setores da
sociedade (SAROVART et al., 2003; ARANWIT et al., 2011).

Essa proteina tem excelentes propriedades antioxidantes e antibacterianas,
resisténcia a ultravioleta e resisténcia a umidade, sendo utilizada em diversas
aplicacbes como cosméticos, membranas, suportes para enzimas imobilizadas,
suplemento alimentar, matéria-prima para medicamentos e fibras funcionais
(KONGDEE et al., 2004; ARANWIT et al., 2011).

Por ter efeitos farmacoldgicos comprovados, a sericina é constantemente
estudada no meio cientifico, incluindo efeitos sobre regeneracdo de tecido
cartilaginoso (DINESCU et al.,, 2013), diminuicdo do colesterol plasmético
(LIMPEANCHOB et al.,, 2010) e reducdo da apoptose neuronal no hipocampo
(ZHIHONG et al., 2012). Quando utilizada na forma de peptideos, associada ao
exercicio, melhora o desempenho aerébico e a oxidacao de gordura em repouso (KIM
et al., 2013; KIM et al., 2014), além de proteger contra lesdo nervosa induzida por
diabetes no nervo isquiatico (SONG et al., 2013).

Embora o uso da sericina no tratamento da regeneracdo nervosa periférica
ainda se mostre pouco estudada, o uso de proteinas como conduta biocompativel no
guesito aceleracdo do reparo nervoso sem dlvida alguma se apresenta como uma

das mais relevantes e validas por parte dos pesquisadores (YANG et al., 2007;
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ZHANG et al., 2010; YANG et al., 2011; WEI et al., 2011; DINIS et al., 2014, DIAS et
al., 2015).

Segundo Wang et al. (2015), a sericina na forma de hidrogel reticulado sericina-
genipina (GSH) se mostrou neurotropica e neuroprotetora, promovendo a extensao e
a ramificagdo do axénio, bem como preveniu a morte celular de neurdnio primario por
hipoxia, junto a genipina, um agente reticulador biocompativel, que serve como
potencial veiculo de entrega, em um modelo de acidente vascular cerebral in vitro.
Isso demonstra o potencial uso da sericina como importante matéria-prima para 0 uso
em diversas disfungdes orgéanicas.

Ademais, a sericicultura apresenta-se como meio de subsisténcia econdmica
para muitos trabalhadores no campo, sendo desenvolvida, sobretudo, em pequenas
propriedades rurais, com predominio do trabalho familiar, demonstrando ser uma
alternativa importante para melhoria da renda dessas propriedades e, cooperando de
maneira a diminuir o éxodo rural. Além disso, a sericicultura contribui para o
desenvolvimento sustentavel do pais, devido ao seu relevante aspecto social e baixo
impacto ambiental (BRANCALHAO, 2002; FERNANDEZ et al., 2005).

Sendo assim, convém ressaltar que existe a necessidade de estudos e de
pesquisas continuas nessa area, diante do amplo aspecto biossocial que a pesquisa
abrange, além dos vérios questionamentos e interroga¢des quanto ao uso da sericina
e ao seu potencial efeito neuroprotetor, como conduta biocompativel na regeneracéo

neuromuscular.
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RESUMO

Introducédo: As lesBes nervosas periféricas (LNP) causam uma série de alteracbes
morfologicas, resultando em complica¢gdes funcionais, nervosas e musculares. Varias
sdo as medidas terapéuticas aplicadas na reabilitacao. O exercicio fisico pode auxiliar
na manutencao das propriedades musculares e na melhora funcional, bem como o
uso de substancias biocompativeis, como a sericina, uma proteina extraida do bicho-
da-seda Bombyx mori. Objetivo: Analisar o efeito da proteina sericina associada ao
exercicio fisico de natagdo na histomorfometria do musculo plantar de ratos Wistar.
Materiais e Métodos: Foram utilizados 40 ratos adultos divididos aleatoriamente em
5 grupos, com 8 animais cada: controle, leséo, sericina, natagéo, natacao e sericina.
Trés dias apds a compressao do nervo isquiatico, 0S grupos exercicio e exercicio e
sericina foram submetidos ao exercicio fisico de natacdo durante 21 dias. Feito isso,
os animais foram sacrificados e o musculo plantar processado. Resultados: N&o
houve diferenca da area da seccéo transversa entre os grupos, quantidade de nucleos
periféricos, quantidade de fibra, relacdo nudcleo/fibra e diametro menor. A analise
morfolégica revelou que no grupo exercicio ocorreu hipertrofia das fibras, assim como
no grupo exercicio e sericina e lesao foi evidente o dano muscular. O percentual de
conjuntivo intramuscular parece ter sido mantido no grupo exercicio em relacdo aos
demais grupos. Concluséo: A associacéo da proteina sericina ao exercicio fisico de
natacdo ndo foi eficiente na melhora das propriedades musculares, embora a
aplicacdo do exercicio fisico tenha sido eficiente na manutencdo do conjuntivo
intramuscular e no ndo agravamento dos efeitos deletérios consequentes da LNP.

Palavras-chave: Nervos periféricos, fibra muscular, exercicio fisico, lesédo nervosa,
proteina da seda.

ABSTRACT

Introduction: Peripheral nerve lesions (LNP) cause a series of morphological changes,
resulting in functional, nervous and muscular complications. There are several
therapeutic measures applied in rehabilitation. Physical exercise may help maintain
muscle properties and functional improvement, as well as the use of biocompatible
substances such as sericin, a protein extracted from the Bombyx mori silkworm.
Objective: To analyze the effect of the sericin protein associated with swimming
exercise on the histomorphometry of the plantar muscle of Wistar rats. Materials and
Methods: 40 adult rats randomly divided into 5 groups with 8 animals each were used:
control, injury, sericin, swimming, swimming and sericin. Three days after compression
of the sciatic nerve, exercise and exercise groups and sericin were submitted to
physical swimming exercise for 21 days. Afterwards, the animals were euthanized and
the plantar muscle was processed. Results: There was no difference in the cross-
sectional area between groups, number of peripheral nuclei, amount of fiber, core /
fiber ratio and minor diameter. The morphological analysis revealed that in the exercise
group there was hypertrophy of the fibers, just as in the exercise group and sericin and
injury muscle injury was evident. The percentage of intramuscular collagen seems to
have been maintained in the exercise group in relation to the other groups.
Conclusion: The association of sericin protein and swimming exercise was not
efficient in improving muscle properties. Although the application of physical exercise
has been efficient in maintaining intramuscular collagen and in not worsening the
deleterious effects consequent to LNP.
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Keywords: Peripheral nerves, muscle fiber, physical exercise, nerve injury, silk
protein.
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INTRODUGCAO

A leséo nervosa periférica (LNP, doravante) pode resultar em perda parcial ou
total da funcédo sensorial, autonébmica e motora, incluindo retracdo tecidual, dor e
edema, além de diversas outras complicacdes secundarias (1). Em paises
desenvolvidos, a ocorréncia anual das LNPs é estimada entre 13 a 23 casos a cada
100.000 habitantes, incidindo principalmente na populacdo economicamente ativa,
como em jovens entre 21 e 30 anos (2).

Incluso nos modelos experimentais de compressao nervosa, 0 nervo isquiatico
de ratos é muito utilizado devido a sua caracteristica morfolégica, bem como facil
acesso cirurgico e por possuir dados prévios para comparacdo (3). Uma das
caracteristicas da compressao nervosa € a fraqueza dos musculos do membro pélvico
(4), produzindo denervacdo muscular que leva a atrofia, a fibrose, a dilatacéo
transitoria do leito capilar intramuscular, causando aumento no volume sanguineo e
do fluido extracelular, além do aumento da protedlise (5).

As fibras musculares possuem sua integridade morfolégica e funcional mantido
pelo tecido conjuntivo, matriz extracelular rica em carboidratos e em proteinas (6).
Apresenta varias fungdes, entre elas, a capacidade de preencher o espaco entre as
fibras musculares, permitindo a unido e o alinhamento entre elas, bem como
coordenar a transmisséo de for¢a pelo masculo e transmitir o movimento resultante
para o tenddo e o 0sso; € também um tecido de sustentacdo para nervos e vasos
sanguineos, além de lubrificar as estruturas, facilitando o deslizamento (7).

Sabe-se que a musculatura esquelética possui a capacidade de se regenerar
rapidamente, mesmo apds danos considerados graves, devido a plasticidade
neuromuscular (8). O sistema nervoso periférico (SNP) também compartilha de boa
capacidade de recuperacédo; porém, o resultado funcional é muitas vezes pobre,
principalmente por que os axbnios lesados podem estar muito distante de seus
orgaos-alvo, para restabelecer conexao (2).

Dentre as estratégias terapéuticas utilizadas para reabilitacdo, esta o exercicio
fisico de natacdo, que consiste em uma atividade voltada para a melhora das
propriedades musculares, por meio do treinamento aerdbico (9). Nesse sentido,
estudos vém mostrando os beneficios dos exercicios fisicos tanto na regeneracéo
muscular, como na prevencao da atrofia, além de apresentarem uma melhora nas

propriedades estruturais do musculo. Todavia, seus efeitos no masculo esquelético,
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apos lesdo compressiva do nervo isquiatico, sdo um aspecto discutido, especialmente
com relacédo ao tipo de exercicio, a sua intensidade e ao melhor periodo para ser
iniciado (10,11).

Assim como o exercicio fisico, o uso de materiais biocompativeis se faz
pertinente. Entre esses materiais, as proteinas fibroina e sericina, extraidas do casulo
do bicho-da-seda, estdo sendo pesquisadas em varios campos das ciéncias da saude
(12). Peptideos da proteina sericina, associados ao exercicio fisico, melhoram o
desempenho aerodbico, a oxidacdo de gordura e o aumento de testosterona (13,14). A
sericina também se mostra biocompativel tanto no tratamento de queimaduras quanto
na cicatrizacdo de feridas (15). Embora suas caracteristicas biolégicas a tornem
potencialmente promissora, a sua potencial acdo sobre a regeneracdo neuromuscular
€ a sua associacdo com outras estratégias terapéuticas, como o exercicio de natacao,
ainda se mostram inexploradas.

Considerando a alta incidéncia de lesdes nervosas periféricas e seus efeitos
sobre a musculatura estriada esquelética, bem como os potenciais beneficios do
exercicio fisico de natacdo e a sua associacdo com a proteina sericina, o presente
estudo teve como objetivo analisar os efeitos da sericina associada a natacdo, na
histomorfometria do masculo plantar, apés lesdo compressiva do nervo isquiatico de

ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com peso de 334+35,2q,
mantidos em fotoperiodo claro-escuro de 12 horas, com temperatura de 24+1°C, e
agua e racao fornecidos ad libitum. Os animais foram separados aleatoriamente em 5
grupos experimentais, com 8 ratos em cada grupo, sendo: controle (Ct), lesdo (Ls),
sericina (Ser), natacdo (Nat) e sericina e natacao (Ser+Nat). Esse estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE.
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Protocolo experimental de compresséao isquiatica

Para o modelo experimental de compresséo nervosa, do tipo axonotmese no
nervo isquiatico, os animais dos grupos Ls, Ser, Nat e Ser+Nat foram pesados e
anestesiados previamente ao procedimento cirdrgico com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina (DOPALEN/CEVA, Brasil) (95 mg/Kg) e cloridrato de xilazina
(ANASEDAN/CEVA, Brasil) (12 mg/Kg). Ap6s verificacao do estado de consciéncia do
animal (observado pela auséncia de resposta motora ao pingamento da cauda e
pregas interdigitais), ele foi posicionado em decubito ventral, mantendo-se os
membros escapulares e pélvicos em abducéo e feita a tricotomia em terco médio da
coxa pélvica direita.

Em seguida, foi realizada uma incisdo paralela as fibras do muasculo biceps
femoral, expondo o nervo isquiatico e o comprimindo, com uso de pinga hemostatica,
por um periodo de 30 segundos. A pressao gerada foi padronizada pelo fechamento
da pinca no 2° dente da cremalheira (16). Ap0s o pingcamento, foi realizada uma
marcacdo no local da lesédo, por sutura epineural, utilizando fio de nylon 10.0. Os
grupos Ser e Ser+Nat receberam diretamente sobre a les&o nervosa a aplicacdo de
100 pL da proteina sericina, uma Unica vez, durante o procedimento cirdrgico. Apés o
pincamento, o nervo foi realocado, realizada sutura cutdnea com pontos simples,
utilizando fio de nylon monofilamento, aplicado polivinilpirrolidona-iodo (Povidine®)
sobre a incisdo e, entdo, os animais foram alojados nas mesmas condi¢cdes pré-

cirdrgicas.

Protocolo de exercicio fisico de natagcdo com sobrecarga

O protocolo de exercicio fisico de natacéo foi adaptado de Bertolini et al. (17).
Somente os grupos Nat e Ser+Nat foram submetidos ao exercicio fisico, embora os
demais grupos foram expostos ao meio aquatico, por 10 segundos, no periodo do
tratamento, para que o estresse do meio fosse 0 mesmo para todos os grupos. Todos
0s animais foram adaptados e treinados a hadar de forma gradual nos quinze dias que
antecederam o protocolo de lesdo nervosa. O tratamento com a natacao iniciou no 3°
dia pos-operatorio (PO). Esse processo foi realizado em um tanque de formato oval,

com 60 cm de profundidade e capacidade para duzentos litros, sendo a aplicacao do

67



exercicio fisico realizada com nivel da agua em 40 cm de profundidade e temperatura
da agua controlada a 32°C.

Os animais foram pesados antes de todas as sessdes a fim de se estabelecer
a carga aplicada durante o exercicio, sendo 10% da massa corporal do animal,
representadas por chumbos que foram fixados na regido do abdémen com o auxilio
de fita velcro. O protocolo seguiu por trés semanas, sendo de segunda a sexta,
totalizando 21 dias de tratamento, com carga progressiva de tempo: 12 semana, apos
a lesdo, 15’ de natacao; 22 semana, apoés a lesao, 20’ de natacédo e 32 semana, apos

a lesao, 25’ de natagao.

Andlises morfolégicas e morfométricas

Apos 24 horas da ultima sesséo de tratamento, os animais foram pesados e
anestesiados, decapitados em guilhotina e, entdo, o musculo plantar foi dissecado e
0 segmento proximal foi processado para a avaliagdo morfolégica (18).

Para o estudo das fibras musculares, o musculo foi mantido a temperatura
ambiente durante 30 a 40 minutos. Apds esse tempo, o material foi coberto com talco
para a preservacao do tecido de acordo com técnica proposta por Moline e Glenner
(19), e congelado em nitrogénio liquido durante dois minutos, acondicionados em
criotubos e armazenados em Biofreezer a -80°C para posterior processamento. Os
segmentos musculares congelados foram transferidos para camara de criostato
(LUPETEC CM 2850 Cryostat Microtome) a -20°C e mantidos durante 30 minutos para
estabilizacdo da temperatura. Em seguida, esses segmentos foram seccionados
transversalmente (7 um de espessura) em cortes semisseriados, 0os quais foram
desidratados, diafanizados e montadas as laminas com auxilio de Permount (Fisher
Scientific®, New Jersey, U.S.A.). Os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina
(HE) para andlise geral do tecido muscular e com Tricrdmico de Masson (TM) para
analise do tecido conjuntivo.

As laminas obtidas foram analisadas em microscépio de luz (BX60 Olympus®,
Toquio, Japao), e para a mensuracao da area de seccéo transversa e menor diametro
da fibra muscular foram obtidas aleatoriamente 10 imagens na objetiva de 40x, sendo
gue em cada imagem foram mensuradas 10 fibras pelo programa Image-Pro-Plus 6.0
(Media Cybernetics®, Silver Spring, USA), totalizando 100 mensuragdes por animal.
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Para determinar a densidade do tecido conjuntivo, o numero de fibras e os
nacleos periféricos foram obtidas aleatoriamente 10 imagens na objetiva de 40x e
realizado as 10 mensuracdes por animal.

Na analise da densidade do tecido conjuntivo do endomisio e do perimisio foi
utilizado o programa GIMP (GNU Programa de Manipulacéo de Imagens) 2.0 (GNU
General Public License®, Berkeley, Califérnia). A area relativa do tecido conjuntivo
(densidade da area) foi calculada dividindo o total de pixels da microfotografia pelo
total de pixels da marcacao do tecido conjuntivo.

As fibras musculares e o0s nucleos presentes foram morfologicamente
identificados, marcados e contabilizados. Para calcular a razdo nucleo por fibra, foi
realizada a divisdo do numero total de nucleos pelo namero total de fibras musculares,
presentes no mesmo campo visual. Para evitar erro de amostragem, foram excluidas
as fibras e os nuacleos periféricos projetados sobre a borda superior e esquerda de

cada microfotografia.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa bioestat® 5.0 e
apresentados como média e desvio-padrado. Foi utilizada a ANOVA unidirecional, com
pés-teste t (LSD). Para todas as andlises foi considerado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
Analises histomorfométricas do muasculo plantar

As andlises histomorfométricas do musculo plantar no tocante a area de
seccdo transversa, a quantidade de fibras e de nucleos periféricos, a relacéo
nacleo/fibra, ao menor diametro e densidade do tecido conjuntivo do endomisio e
perimisio sdo apresentadas na Tabela 1. Com relagdo a Area, o nimero de fibras e
diametro menor e numero de fibras, apenas o grupo Ct foi diferente estatisticamente;
entre os demais grupos ndo houve diferenca entres eles. O numero de nucleos e a
relacdo ndcleo/fibra ndo apresentaram diferenca estatistica em nenhum grupo
analisado. Quanto ao tecido conjuntivo intramuscular, grupos grupos Ls, Ser e
Ser+Nat apresentaram aumento significativo em relagéo ao grupo Ct, de 156%, 67%
e 58%, respectivamente. Ainda, o grupo Ls apresentou diferenca significativa em

relacdo aos grupos tratados, Ser, Nat e Ser+Nat, com aumento de 53%, 115% e 62%,

69



respectivamente. Além disso, o grupo Ser também apresentou diferenca significativa
em relacédo ao grupo Nat, com aumento de 40% do conjuntivo intramuscular.

Os resultados demonstram que o exercicio fisico ndo se mostrou eficiente
guanto a melhora ou a mudanca das propriedades musculares do grupo Ls, embora
ndo se mostrou como agravante, além de ter sido eficiente na manutencdo do
conjuntivo intramuscular, quando utilizado isoladamente como modalidade terapéutica,
em comparacao aos demais protocolos de tratamento. Tanto a sericina isolada (Ser),
guanto associada (Ser+Nat) ndo foram eficientes como modalidade terapéutica,

guando comparadas ao grupo Nat.

Anélise morfolégica do musculo plantar

No grupo Ct, o musculo plantar apresentou fibras normais com manutenc¢ao do
formato poligonal, mionucleos na periferia, em posicdo subsarcolemal junto a
membrana celular e & manutencéo do padrao fascicular (conjuntivo em feixes), sem
alteracdo aparente do perimisio e endomisio, além da presenca de capilares
sanguineos.

No grupo Ls, o musculo plantar apresentou danos decorrentes da denervagéo.
As fibras apresentaram contornos irregulares com desorganizacao fascicular e
aumento do conjuntivo intramuscular, perda do formato poligonal (fibras polimérficas),
diminuicdo de tamanho, atrofia e mionucleos periféricos aumentados, embora nao
relevante estatisticamente. J& o grupo Ser apresentou fibras musculares com menor
area, polimorfismo e fibras atréficas. O tecido conjuntivo possui um padréo tecidual
mais espesso, mionucleos periféricos aumentados e centralizados, além da maior
presenca de capilares sanguineos.

O grupo Nat apresentou hipertrofia de algumas fibras musculares, aumento
aparente da quantidade de mionucleos periféricos, nucleos centralizados, muitos dos
guais apresentam halos basdfilos circundante e mioblastos no local da lesdo. Possui
organizacao tecidual normal. No grupo tratado com associa¢ao da sericina e natacao
(Ser+Nat), o musculo plantar apresentou leve desorganizacao do tecido conjuntivo e
mionucleos periféricos aumentados. As fibras se apresentaram com formato poligonal
e algumas hipertrofiadas, além da presenca de nucleos centrais e halo basodfilo

circundante (Figura 1).
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DISCUSSAO

O modelo de compressao do nervo isquiatico realizado no presente estudo
reproduziu a lesdo do tipo axonotmese (16), que se caracteriza pela interrup¢éao do
estimulo neuromuscular, pois alterou a morfologia do musculo plantar dos animais do
grupo Ls, demonstrando caracteristicas especificas de dano muscular causado por
denervacao, como fibras polimérficas e de menor diametro, aumento na densidade do
tecido conjuntivo, além da presenca de nucleos centrais.

A andlise morfoldgica do presente estudo demonstrou que a lesdo nervosa foi
capaz de alterar a morfologia do musculo plantar, guando comparado com 0 grupo
controle. Resultados semelhantes com relacao a alteracdo da morfologia do musculo
estriado esquelético, apés LNP, também séo descritos pela literatura. Malysz et al.
(11) relatam alteracdes estruturais, além de atrofia muscular esquelética, apés leséo
nervosa isquiatica por axonotmese. Rosa Junior et al. (20) também descrevem
alteracdes na fibra muscular esquelética do masculo extensor longo dos dedos (EDL)
e soleo, apos lesdo nervosa isquiatica. Ainda, Cavalcante et al. (21) discorrem que o
conjunto dessas alteracfes morfologicas leva a diminuicdo da massa, do diametro da
fibra e da producéo de for¢ca, comprometendo a funcionalidade do 6rgéo.

No que diz respeito ao tratamento com sericina, a morfologia revelou aspecto
tecidual semelhante ao grupo lesdo, demonstrando que a proteina pode ter se
comportada de maneira pro-inflamatéria como tratamento. Contudo, a morfologia do
musculo plantar em relagdo ao tratamento com natacdo revelou-se com aspectos
teciduais similares ao grupo controle, com tentativa de recuperacao -celular,
demonstrando que o exercicio fisico de natacdo agiu de forma positiva como
tratamento. O mesmo ocorreu com a associacdo dos tratamentos Ser+Nat, que
apresentou aspectos teciduais semelhantes ao grupo Nat e Ct, também com tentativa
de recuperacéo tecidual. Podemos discorrer com base na analise morfologica que os
grupos Nat e Ser+Nat, foram os que apresentaram melhores aspectos teciduais e que
o efeito inflamatério da sericina de alguma maneira foi atenuado pelo exercicio fisico
de natacéo, quando associados. Porém, vale ressaltar que as alterac6es morfologicas
ocorrem de maneira pontual.

Como as analises foram realizadas 22 dias apés a les@o nervosa, foi possivel
verificar alguns sinais de regeneracdo muscular, como a presenca de nucleos

centralizados na fibra e aglomerados de fibroblastos, indicativo de sintese proteica
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(22), tentativa de recuperacao tecidual como um todo em resposta a lesdo organica.
Uma resposta semelhante foi observada por Tanaka et al. (10), que verificaram a
recuperacao espontanea do musculo séleo apds 6 semanas de leséo do nervo tibial.

A literatura apresenta resultados satisfatorios quanto ao uso do exercicio fisico
como estratégia terapéutica (10,11), na manutencdo e na melhora da morfologia
muscular, apos LNP. O exercicio fisico € capaz de promover a hipertrofia muscular
(9), bem como contribuir na prevencéo da atrofia (10). O exercicio de natacao foi
escolhido por permitir a atividade aerdbia com sobrecarga cardiorrespiratéria, devido
as propriedades da éagua, como a viscosidade, que oferece resisténcia aos
movimentos em qualquer direcao (23). Todavia, o presente trabalho ndo apresentou
dados corroborativos para os tratamentos utilizados nos grupos Nat e Ser+Nat, sobre
a atrofia muscular decorrente da leséo isquiética. Provavelmente, o protocolo de treino
escolhido, resisténcia com sobrecarga (10% da massa corporal), ndo tenha sido
suficiente para gerar aumento de massa muscular a ponto de minimizar a atrofia
muscular. Artifon et al. (24) também ndo verificaram mudancas nos parametros
morfométricos do musculo esquelético de ratos, submetidos a neuropraxia e tratados
com exercicio fisico de natagcdo progressiva, similar ao protocolo utilizado no presente
estudo, embora sem sobrecarga.

Ademais, o0 exercicio de natagdo utilizado no presente trabalho ndo se mostrou
como fator agravante aos sinais degradantes, subsequentes a compressao nervosa,
talvez devido ao menor impacto das estruturas e ao menor estresse as fibras
musculares, comparando com o exercicio em solo, em virtude das propriedades de
empuxo, de viscosidade e de temperatura da &gua, bem como sobrecarga e duracao
total do treino utilizado.

A remodelacao tecidual € mediada por varias citocinas e fatores de crescimento,
gue regulam a fibrogénese na cicatrizagéo de feridas, na lesdo de musculos lacerados
e na denervacao, tais como o fator de transformacédo do crescimento beta 1 (TGF-1),
Metaloproteinase de matriz (MMPSs) e Inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPS). Ozawa et al. (25) descreveram algumas mudancas nesses reguladores na
fase inicial de remodelacéo (3°, 7° e 14° dias) no musculo esquelético de ratos, apos
denervacao isquiatica completa. Dessa maneira, € importante compreender 0s

mecanismos por tras das alteracdes neuromusculares advindas da LNP, afim de

72



possibilitar o conhecimento necesséario para a intervencdo terapéutica, que seja
promissora na recuperacao funcional do sistema neuromuscular.

O tecido conjuntivo é responsavel pela integridade morfologica e funcional do
musculo esquelético, sendo que esse sofre adaptacbes apds estimulos, como na
denervacao entre outros (26,27). No presente estudo, houve aumento do conjuntivo
intramuscular, sendo que o grupo Ls, Ser e Ser+Nat apresentaram aumento
significativo em relacdo ao grupo Ct, de 156%, 67% e 58%, respectivamente. Ainda,
0 grupo Ls apresentou diferenca significativa em relagcdo aos grupos tratados Ser, Nat
e Ser+Nat, com aumento de 53%, 115% e 62%, respectivamente. Além disso, 0 grupo
Ser também apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo Nat, com aumento
de 40% do conjuntivo. O aumento do colageno intramuscular também foi descrito por
Salonen et al. (26), no masculo gastrocnémio, apés lesao nervosa isquiatica. Ozawa
et al. (25) verificaram aumento do colageno no musculo esquelético apos denervacéo
isquiatica completa, com aumento de 80% na expressao do colageno no 14° dia apés
a leséo.

Segundo Minamoto (28), a denervacao do musculo esquelético pode aumentar
a densidade do tecido conjuntivo, que responde a lesdo com proliferacdo de
fibroblastos e sintese de componentes da matriz extracelular, sendo que, durante o
reparo celular, ocorre aumento da sintese de colageno tipo lll, principalmente no
perimisio e endomisio. O aumento na densidade da area do tecido conjuntivo ocorre
devido a proliferacdo do colageno tipo |, no endomisio e perimisio, e por possuir menor
elasticidade pode levar o musculo a diminui¢cao da elasticidade, prejudicando assim a
funcionalidade muscular (26,28).

Observou-se no presente estudo que houve a manutencdo do conjuntivo
intramuscular no grupo tratado com exercicio de natacdo, demostrando que o0
exercicio fisico, embora ndo tenha sido eficaz na recuperacdo da morfologia muscular
como um todo, foi eficiente evitando o agravamento das consequéncias musculares
deletérias advindas da LNP. O oposto foi demonstrado pelo grupo tratado com a
proteina sericina, que apresentou um acréscimo na densidade do conjuntivo, sendo
gue a associacdo de ambos os tratamentos (natacdo e sericina) ndo apresentou
resultados potencializadores.

Neste estudo, a associagdo da proteina sericina ao exercicio de natacdo na

fase aguda nao foi uma modalidade terapéutica eficaz na melhora das consequéncias
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deletérias, advindas da LNP, embora o exercicio fisico, quando aplicado sozinho, foi
eficaz na manutencédo da proporcédo de conjuntivo. E de extrema importancia que
profissionais da saude entendam a intima integracdo entre o sistema nervoso e
musculoesquelético e sua aplicabilidade clinica, sendo as condutas terapéuticas
contemplativas para ambos, musculo e nervo, assim como as estruturas
periarticulares envolvidas na lesdo nervosa, a fim de acelerar o processo regenerativo,

visando ao retorno da funcionalidade ao paciente.

CONCLUSAO

Conclui-se que a axonotmese no nervo isquiatico foi capaz de promover efeitos
de lesdo muscular 22 dias apos a leséo, e que a associacdo da proteina sericina ao
exercicio fisico de natacdo ndo acelerou o processo de recuperacdo muscular. No
entanto, o exercicio de natacdo manteve a densidade do tecido conjuntivo
intramuscular. Sendo assim, fica explicita a necessidade da prética do exercicio fisico
como modalidade terapéutica apds lesdo nervosa compressiva, para que se
mantenham as propriedades teciduais necessarias para que 0 processo de reparo

seja eficiente.
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20.0 pm

Figura 1. Fotomicrografia da seccédo transversal do musculo plantar de ratos Wistar
coloracdo Hematoxilina e Eosina. Grupo Ct (A), Grupo Ls (B), Grupo Ser (C), Grupo
Nat (D) e Grupo Ser+Nat (E,F). Em A, observa-se fibras musculares com formato
poligonal (estrela), nucleos periféricos (Np) e capilares sanguineos (Cs). B, fibras
musculares Atrofiadas (triangulo), aumento na densidade do conjuntivo (seta grande),
fibroblastos (¥). Em C, fibras atroficas (triangulo) e fibras polimorficas. Em D, fibra
muscular hipertrofica (estrela) e nucleo centralizando (Nc). Em E, fibras hipertréficas
(estrela), presenca de nucleo central (Nc), e aumento dos capilares sanguineos (setas
verticais). Em F, aumento na quantidade de nucleos periféricos (elipse tracejada), fibra
hipertrofica (estrela) e espessamento do conjuntivo (seta grande).
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Tabela 1 — Medidas da area das fibras musculares, diametro menor, n° de fibras, n° de
nacleos, Relacdo nacleof/fibra e conjuntivo intramuscular do musculo plantar de ratos Wistar
do grupo (Ct), (Ls), (Ser), (Nat) e (Ser+Nat).

Parametros (Ct) (Ls) (Ser) (Nat) (Ser+Nat)
Area 2740,9+2540=  1533,7+279,9>  1584,54220,6  1498,3*181,9> 14525434120
D. menor 43,6+1,3 33,4+3,6b 34,7+3,00 33,1160 32.3+4.6b
N°de Fibras 343,2+52,9a 522,7+48,3b 634,2+187,60  551,8+82,5 555,2+120,0p
N°de ndcleos  3g4,8+95 6a 609,5+191,2a  526,2+117,42 693022452  679,4+243,3a
R.nacleoffibra 1 140,32 1,1#0,3s 0,940,3a 1,240,2a 1,30,7a
Conjuntivo % 2 6+0,6° 6,7+1,1° 4,3+1,0% 3,1+0,8% 4,1+1,5%

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos (p<0,05). Valores
expressos por média + desvio padrao.
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5 ARTIGO CIENTIFICO:

ASSOCIATION OF SERICIN PROTEIN AND SWIMMING ON THE
PHENOTYPE, MOTOR PLATE AND FUNCTIONALITY OF THE
DENERVATED PLANTAR MUSCLE OF WISTAR RATS

Que sera submetido para o Journal of Exercise Rehabilitation (JER).

https://www.e-jer.org/

2 Normas da Revista no anexo B.
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Resumo:

Introducédo: A lesdo nervosa periférica (LNP) pode resultar em perda parcial ou total
da funcéo sensorial, autonédmica e motora, incluindo dor e edema, além de diversas
complicagbes secundarias. Véarias sdo as medidas terapéuticas aplicadas na
reabilitacdo. O exercicio fisico pode auxiliar na manutencdo das propriedades
musculares e na melhora funcional, o que pode ser potencializado pelo uso de
substancias biocompativeis, como a proteina sericina. Objetivo: Analisar o efeito da
sericina associada ao exercicio fisico de natagdo no fendtipo, na inervacdo e na
funcionalidade do musculo plantar de ratos Wistar. Materiais e Métodos: Foram
utilizados 40 ratos adultos separados aleatoriamente em 5 grupos de 8 animais:
controle, lesao, sericina, exercicio, exercicio e sericina. A aplicacao da sericina foi feita
in loco, 100 pL, logo apds a compressao nervosa. Trés dias apds a compressao do
nervo isquiatico, o grupo natacao e natacao e sericina foram submetidos ao exercicio
fisico de natacdo durante 21 dias. Na sequéncia, os animais foram eutanasiados e o
musculo plantar foi dissecado e submetido as técnicas histoquimica e
histoenzimoldgica. Resultados: O teste de forca de preenséo nao revelou alteractes
na funcionalidade muscular, sendo que o controle apresentou maior massa muscular
em relacdo aos demais grupos; o mesmo néo ocorrendo para o comprimento muscular.
Jun¢des neuromusculares polimorficas foram detectadas nos grupos, embora sem
alteracbes morfométricas significativas da area, diametro maior e menor. O percentual
de fibras tipo | foi menor no grupo leséo; ndo houve diferenca de fibras lla e Ilb entre
0s grupos. A area das fibras I, lla e IIb se manteve constante entre 0s grupos.
Conclusé&o: O biopolimero sericina associado ao exercicio fisico de natacdo néo
afetou a funcionalidade do musculo plantar, submetido a axonotmese experimental,
cujas propriedades contrateis foram alteradas pela lesdo nervosa.

Palavras-chave: Nervos periféricos, fibra muscular, exercicio fisico, lesdo nervosa,
proteina da seda.

Abstract:

Introduction: Peripheral nerve injury (LNP) can result in partial or total loss of sensory,
autonomic and motor function, including pain and edema, in addition to several
secondary complications. There are several therapeutic measures applied in
rehabilitation. Physical exercise may help maintain muscle properties and functional
improvement, which may be enhanced by the use of biocompatible substances, such
as serine protein. Objective: To analyze the effect of sericin associated with swimming
exercise on the phenotype, innervation and functionality of the plantar muscle of Wistar
rats. Materials and Methods: 40 randomly divided adult rats were used in 5 groups of
8 animals: control, injury, sericin, exercise, exercise and sericin. The application of
sericin was done on the spot, 100 uL, shortly after nerve compression. Three days
after sciatic nerve compression, the swimming and swimming and sericin groups were
submitted to physical swimming exercise for 21 days. Afterwards, the animals were
euthanized and the plantar muscle was dissected and submitted to histochemical and
histoenzimological techniques. Results: The grip strength test did not show alterations
in muscular functionality, and the control presented greater muscle mass in relation to
the other groups, the same did not occur for muscle length. Polymorphic
neuromuscular junctions were detected in the groups, although without significant
morphometric alterations of the area, major and minor diameter. The percentage of
type | fibers was lower in the lesion group, there was no difference in fibers lla and IlIb
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between the groups. The area of the fibers I, lla and Ilb remained constant between
the groups. Conclusion: Sericin biopolymer associated with swimming exercise did
not affect the plantar muscle function, submitted to experimental axonotmosis, whose
contractile properties were altered by nerve injury.

Keywords: Peripheral nerves, muscle fiber, physical exercise, nerve injury, silk
protein.
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INTRODUGCAO

A lesdo nervosa periférica (LNP, doravante) pode resultar em diversas
implicacdes, desde as sensoriais as autonémicas, incluindo hipotrofias, além de dor e
edema, e de limitacGes funcionais advindas de um déficit de comunicacéo entre nervo
e musculo (1). Estima-se que, em paises desenvolvidos, a ocorréncia anual de lesdes
esteja entre 13 a 23 casos a cada 100.000 habitantes, incidindo principalmente na
populacdo economicamente ativa (2).

Nos modelos experimentais de compressdo nervosa, 0 nervo isquiatico de
ratos € muito utilizado devido a sua caracteristica morfoldgica, bem como facil acesso
cirdrgico e por possuir dados prévios para comparac¢ao (3). Uma das caracteristicas
dessa compressdo nervosa € a fraqueza dos musculos do membro pélvico (4),
produzindo desnervacdo muscular que leva a atrofia, fibrose, dilatacao transitéria do
leito capilar intramuscular, causando aumento no volume de sangue do musculo e
consequentemente aumento do fluido extracelular, além do aumento da protedlise (5).
Além dessas alteracdes, a auséncia do estimulo nervoso acarreta a reducdo da
isoforma lenta da cadeia pesada de miosina, com consequente aumento proporcional
da cadeia pesada de miosina rapida (6).

As juncdes neuromusculares (JNMs, de ora em diante) possuem trés
elementos estruturais principais: a regido pré-sinaptica; a fenda sinéptica e a regiao
pés-sinaptica (7). As JINMs séo elementos do sistema nervoso que tém papel chave
na transmissdo do sinal entre os motoneurbnios e as fibras musculares (8). O
comprometimento da fungdo da JNM resulta em fragueza muscular ou paralisia,
prejudica os gatilhos existentes que realizam sinalizacdo no muasculo esquelético,
levando em dltima instdncia a perda grave de massa muscular (9). Observa-se
também modificacdes na excitabilidade muscular, em que a energia necessaria para
excitar o musculo e a duracao do pulso para produzir a contracao tornam-se maiores
(20).

Estudos mostram que tanto a desnervacdo como o exercicio fisico modificam
as propriedades morfolégicas das JNMs (11-13). Dentre as estratégias terapéuticas
utilizadas na reabilitacdo estdo os exercicios fisicos de natacdo, que consistem em
uma atividade voltada para a melhora das propriedades musculares, por meio do
treinamento aerdbico (14), bem como na transformacgdo fenotipica do musculo

esquelético (15). Existem indicios tanto no tocanteaos beneficios do exercicio fisico
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na regeneragao muscular, como na prevencgao da atrofia e melhora nas propriedades
estruturais do musculo. Todavia, seus efeitos no musculo esquelético, apos lesdo
compressiva do nervo isquiatico, sGo um aspecto muito discutido, especialmente no
gue diz respeito ao tipo de exercicio, a sua intensidade e ao melhor periodo para ser
iniciado (16,17).

Assim como o exercicio fisico, 0 uso de materiais biocompativeis que possam
auxiliar na recuperacdo muscular se faz pertinente. Entre esses materiais estdo as
proteinas da seda, fibroina e sericina, extraidas do casulo do bicho-da-seda, que
atualmente estdo sendo pesquisadas em varios campos das ciéncias da saude (18).
Peptideos de sericina, associados ao exercicio fisico, melhoram o desempenho
aerobico, a oxidacdo de gordura e o aumento de testosterona (19,20). Resultados
positivos também foram apresentados no uso da sericina para tratamento de
gueimaduras e de cicatrizacdo de feridas (21). Embora apresente caracteristicas
promissoras, como biomaterial com potencial aplicagdo na saude, a sua acdo na
regeneracdo neuromuscular, associada a estratégia terapéutica do exercicio de
natacao, ainda se mostra inexplorada.

Considerando a alta incidéncia de lesGes nervosas periféricas e seus efeitos
sobre a musculatura estriada esquelética, bem como os potenciais beneficios do
exercicio fisico de natacdo e da proteina sericina, 0 presente estudo teve como
objetivo analisar o efeito da sericina associada ao exercicio fisico de natacdo no

fendtipo, na placa motora e no funcionalidade do musculo plantar de ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com peso de 334+35,2g,
mantidos em fotoperiodo claro-escuro de 12 horas, com temperatura de 24+1°C, com
agua e racao fornecidos ad libitum. Os animais foram separados aleatoriamente em
cinco grupos experimentais, com oito ratos em cada grupo, sendo: controle (Ct), leséo
(Ls), sericina (Ser), natacao (Nat), e sericina e natacdo (Ser+Nat). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE.

Protocolo experimental de compressao isquiatica
Para o modelo experimental de compresséo nervosa, do tipo axonotmese no

nervo isquiatico, os animais dos grupos Ls, Ser, Nat e Ser+Nat foram pesados e
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anestesiados previamente ao procedimento cirirgico com inje¢cdo intraperitoneal de
cloridrato de quetamina(Dopalen) (95 mg/Kg) (CEVA-S&o Paulo-Brasil) e cloridrato de
xilazina(Anasedan) (12 mg/Kg) (CEVA-Séao Paulo-Brasil). Apés verificacdo do estado
de consciéncia do animal (observado pela auséncia de resposta motora ao
pincamento da cauda e pregas interdigitais), ele foi posicionado em decubito ventral,
mantendo-se 0s membros toracicos e pélvicos em abducédo, quando foi realizada a
tricotomia no terco meédio da coxa pélvica direita.

Em seguida, realizou-se uma incisdo paralela as fibras do musculo biceps
femoral, expondo o nervo isquiatico e o comprimindo, utilizando, para isso, pin¢a
hemostatica, por um periodo de trinta segundos. A pressdo gerada foi padronizada
pelo fechamento da pinca no 2° dente da cremalheira. Apés o pincamento, foi
realizada uma marcacao no local da lesao, por sutura epineural, utilizando fio de nylon
10.0. Os grupos Ser e Ser+Nat receberam diretamente sobre a lesdo nervosa a
aplicacdo de 100 pL da proteina sericina, uma Unica vez, durante o procedimento
cirargico. Apds o pincamento, o nervo foi realocado, realizada a sutura cutanea com
pontos simples, utilizando fio de nylon monofilamento, aplicado polivinilpirrolidona-
iodo (Povidine®) sobre a incisdo e entdo, os animais foram alojados nas mesmas

condi¢cdes pré-cirurgicas.

Protocolo de exercicio fisico de natagdo com sobrecarga

O protocolo de exercicio fisico de natacao foi adaptado de Bertolini et al. (22).
Somente os grupos Nat e Ser+Nat foram submetidos ao exercicio fisico, embora os
demais grupos foram expostos ao meio liquido, por dez segundos, no mesmo periodo
do tratamento, para que o estresse do meio aquatico fosse o mesmo para todos 0s
grupos. Todos os animais foram adaptados e treinados a nadar de forma gradual nos
guinze dias que antecederam ao protocolo de lesdo nervosa. A natagcao iniciou no
terceiro dia pos-operatoério (PO). Esse foi realizado em um tanque de formato oval,
com 60 cm de profundidade e capacidade para duzentos litros, sendo a aplicagéo do
exercicio fisico realizada com nivel da agua em 40 cm de profundidade e temperatura
controlada a 32°C.

Os animais foram pesados antes de todas as sessdes para estabelecer a carga
aplicada durante o exercicio fisico, sendo 10% da massa corporal do animal,
representadas por chumbos que foram fixados na regido do abdome. O protocolo

85



seguiu por trés semanas, sendo de segunda a sexta, totalizando 21 dias de tratamento,
com carga progressiva de tempo: 12 semana apos a lesdo 15’ de natacao, 2% semana

20’ de natacéo e 3% semana 25’ de natacéo.

Avaliacéo da forca muscular de preenséo

A funcdo do teste de forca de preensdao foi a de verificar a funcionalidade por
meio da for¢ca muscular dos ratos que sofreram compressao do nervo isquiatico. Para
realizacdo da avaliagdo, utilizou-se um equipamento especifico de mensuracdo de
forca de preensao, por meio do qual o animal foi tracionado pelo dorso com firmeza
crescente e permitido que ele segurasse, com 0 membro pélvico direito, em uma grade
conectada a um transdutor de forca, (Figura 18), até que perdesse a preensao,
adaptado de Bertelli e Mira (23).

O membro pélvico esquerdo foi imobilizado manualmente durante o teste. Os
animais foram previamente adaptados e treinados no equipamento nos cinco dias que
antecederam a cirurgia. A primeira avaliacao (AV1) foi feita antes da compressao do
nervo isquiatico, para obtencao de valores basais. As avaliagdes foram utilizadas para
observar a evolugcdo da lesédo e da forma de tratamento empregada. Em cada
avaliacdo, o teste foi repetido trés vezes e usado o valor médio das repeticdes (24).
As demais avaliacOes foram realizadas no decorrer do experimento: 2° AV 3 PO, pré
tratamento; 3° AV, 3 PO, pés tratamento; 4° AV, 7PO, pds tratamento; 5° AV, 8PO,
pré-tratamento; 6°AV, 14PO; pdés-tratamento; 7°AV, 21PO, pdés-tratamento; 8°AV,

22P0, eutanasia dos animais e coleta dos musculos.

Coleta do musculo plantar e andalises histoquimica e histoenzimoldgica

Apobs 24 horas da ultima sessdo de tratamento, os animais foram pesados e
anestesiados, decapitados em guilhotina e entdo o musculo plantar foi dissecado,
pesado e mensurado seu comprimento.

Para analise histoquimica das JNMs, a parte proximal do musculo foi fixada em
Karnovsky. A avaliacdo das JNMs foi realizada pela técnica esterase Inespecifica (25).

A andlise morfométrica das JNMs foi realizada em duas laminas para cada animal.

86



Em cada lamina, foram avaliadas medidas da area, didmetros maior e menor de
aproximadamente 150 JNMs, a partir de imagens microscopicas com objetiva de 20x.

As fibras e JINMs do musculo plantar foram fotomicrografadas e capturadas em
microscoépio Olympus Bx60® acoplado a camera Olympus DP71 (Toquio, Japdo), com
0 auxilio do programa DP Controler 3.2.1 276. Entdo, foram realizadas as analises
morfologica e morfométrica das fibras e JINMs. Esse material foi analisado utilizando-
se o programa Image Pro Plus 6.0® (Media Cybernetics, Maryland, USA).

Para o estudo histoenzimologico das fibras musculares, foi utilizado a
classificagdo segundo a proposta de Brooke e Kaiser (26). A porcéo distal do musculo
foi mantida em temperatura ambiente durante 30 a 40 minutos. Apds esse tempo, 0
material foi coberto com talco neutro (JOHNSON®, S&o Paulo, Brasil) para a
preservacao do tecido de acordo com a técnica proposta por Moline e Glenner (27), e
congelado em nitrogénio liquido durante dois minutos, acondicionados em criotubos e
armazenados em Biofreezer a -80°C para posterior processamento. Os segmentos
musculares congelados foram transferidos para camara de criostato (LUPETEC CM
2850 Cryostat Microtome) a -20°C e mantidos durante 30 minutos para estabilizacao
da temperatura. Em seguida, esses segmentos foram seccionados transversalmente
(7 um de espessura) em cortes semisseriados, 0s quais foram desidratados,
diafanizados e montadas as laminas com auxilio de Permount (Fisher Scientific®, New
Jersey, U.S.A.). Os cortes transversais de 7 ym de espessura foram submetidos a
técnica histoenzimolégica de NADH-TR (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo -
Tetrazolium Reductase), para analise do metabolismo oxidativo e glicolitico das fibras
musculares, que se baseia na capacidade da enzima mitocondrial NADH
desidrogenase, em transferir electrbes para o sal de tetrazdélio incolor, solavel e
converté-lo num composto formazano. Isso proporciona excelente mancha da matriz
intermiofibrilar. Para demonstrar, a atividade da NADH-TR evidenciou fibras
musculares dos tipos | (diametro pequeno e intensa atividade oxidativa), lla (diametro
intermediario e moderada atividade oxidativa) e IIb (diametro grande e fraca atividade
oxidativa) nos grupos estudados (Figura 2 A a E).

As analises morfométricas das fibras musculares foram realizadas por meio de
mensuracgdes da area de secc¢ao transversal e didmetro menor do masculo plantar em

aproximadamente 200 fibras por animal. Foram quantificados ainda os diferentes tipos
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de fibras musculares (I, lla e llb), mediante a escolha aleatdria de dois campos

(400um?) por animal, a partir de imagens que foram capturadas com objetiva de 20x.

Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados com valores de média e desvio-padréo. Foi
utilizado ANOVA modelo misto para comparacdo da forca de preensdao e ANOVA
unidirecional, com poés-teste t (LSD), para as comparacdes morfométricas. Para todas

as andlises foi considerado nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Andlise funcional e parametros macroscopicos do musculo plantar

A analise de forca do musculo plantar e as suas respectivas avaliagcdes, bem
COMO O Seu peso e 0 seu comprimento sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Os dados referentes a forca de preenséo apresentaram diferenca significativa
(F(1,6;52,4)=51,6;p<0,001), sendo que todos os grupos, Ls, Ser, Nat e Ser+Nat,
mostraram valores menores do que Ct (p<0,001), e ndo teve diferenca entre eles.

Com relagéo as avaliagGes, a primeira foi maior estatisticamente em relagéo
as demais (p<0,001); ndo houve diferenca entre as outras avaliagdes.

O parametro peso do musculo plantar revelou diferenca significativa (p<0,002)
na relacdo do grupo Ct com os demais grupos. Com relagdo ao comprimento do

musculo (p=0,862), ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 2).

Anélise morfologica e morfométrica das JNMs.

O estudo morfoldgico mostrou JINMs com formato polimorfico, sendo redondo,
oval e eliptico em todos grupos estudados (Figura 2). A analise morfométrica ndo
evidenciou alteracdes significativas em relacao a area, diametros maior e menor, nos

grupos, Ct, Ls, Ser, Nat e Ser+Nat (Tabela 3).

Andlise histoenzimoldgica do musculo plantar
Observou-se diferenca estatisticamente significativa quanto a area das fibras

do tipo I, do grupo Ct, para os demais grupos, ndo ocorrendo diferenca significativa
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entre os demais grupos (Tabela 4). Houve também diferenca significativa da area das
fibras do tipo lla e llb, em relacdo ao grupo Ct para os demais grupos, ndo havendo
diferenca entre eles (Tabela4). Quanto ao diametro menor das fibras, houve diferenca
estatisticamente significativa dos tipos de fibras (1, Ila e 1Ib) entre os grupos, conforme
(Tabela 6). Com relacdo a contagem das fibras musculares, houve diferenca
estatisticamente significativa para as fibras do tipo | do grupo Ct em relacdo aos
demais grupos, sendo que o grupo Ls também apresentou diferenca significativa em
relacdo ao grupo Ser, Nat e Ser+Nat, com reducao na contagem das fibras em 28%,
31% e 29%, respectivamente; ndo houve diferenca entre os demais grupos. Ja a
contagem das fibras do tipo lla e llb ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (Tabela 5).

Discussao

O modelo de compressao do nervo isquiatico realizado no presente estudo
reproduziu a lesdo do tipo axonotmese (28), que se caracteriza pela interrupgéo do
estimulo nervoso, produzindo alteragdo na morfologia muscular, direcionada a atrofia,
sendo o principal efeito a reducdo da éarea da fibra e didmetro, com consequente
reducdo da forca (29). Salvini et al. (30) relatam que o conjunto dessas alteracfes
morfolégicas comprometem a funcionalidade do érgéo.

A andlise histoenzimoldgica do presente estudo demonstrou que a lesao
nervosa foi capaz de alterar a morfologia do musculo plantar de todos 0s grupos
lesionados, quando comparados com o grupo controle, embora ndo a ponto de alterar
as caracteristicas especificas dos diferentes tipos de fibras.

Zhong et al. (31) descreveram redugao da massa muscular e tamanho da fibra
muscular dos musculos gastrocnémio medial (GM) e tibial Anterior (TA) em um modelo
de lesdo nervosa periférica. Mudancas similares também foram descritas por
Patterson e Stephenson (32) nos musculos esqueléticos séleo e extensor longo dos
dedos, em um modelo de desnervacédo isquiatica de ratos Long-Evans.

A morfometria do presente estudo demonstrou diferengas do grupo controle em
relacdo aos demais grupos para area das fibras do tipo lla e llb, ndo revelando

diferencas entre os grupos tratados. Quanto a area das fibras do tipo I, ndo houve
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diferenca significativa entre os grupos. Isso demonstrando que a lesdo nervosa
produzida ndo afetou de maneira significativa a area das fibras do musculo plantar,
diferentemente do observado em outros musculos (31,32), embora o grupo Ls tenha
apresentado reducéo do diametro menor da fibra do tipo | e lla em relacdo ao grupo
tratado com sericina e exercicio fisico de natacéo (Ser+Nat).

Mira et al.(33) descrevem que, em torno do 10° e 15° dia apOs esmagamento
do nervo isquiatico, fibras nervosas regeneradas estdo presentes no nervo. Isso
demonstra que o sistema nervoso periférico possui alta capacidade de recuperacao,
consequentemente alterando de maneira benéfica e rapida seu o6rgdo efetor,
acelerando o processo de reparo. A presente analise morfométrica fora realizada no
22° PO, o que pode explicar a auséncia de significancia em relacdo a analise.

Na andlise da massa muscular, Tanaka (16) descreve que ndo houve alteracao
do peso muscular do musculo s6leo, em um modelo de desnervacdo do nervo tibial
de ratas Wistar. Resultados semelhantes foram descritos por Sanches (34) no
musculo séleo de ratos Sprague Dawley, em um modelo de neuropatia periférica.

Entretanto, o peso do musculo plantar no presente estudo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacéo ao demais grupos, demonstrando que houve
diminuicdo da massa muscular em consequéncia da LNP, confirmando que a
atividade neuromuscular € determinante na manutengdo das propriedades
musculares. Quanto aos demais grupos, ndo houve registro de diferencas. Embora o
peso muscular no grupo controle, tenha sido significativo estatisticamente em
detrimento a todos os demais grupos que sofreram lesdo. O parametro comprimento
do muasculo néo foi alterado em nenhum dos grupos, demostrando que, embora a
lesdo nervosa tenha provocado a reducdo do peso muscular, ela ndo foi intensa o
bastante para produzir alteracdes longitudinais da musculatura.

Nesta pesquisa, a hipétese foi de que a proteina sericina, associada ao
exercicio de natacdo, poderia ser um fator importante na recuperacdo da paresia.
Todavia, ela ndo se concretizou, mesmo considerando as caracteristicas da sericina
na proliferacao e diviséo celular (19,21), bem como pela acao do exercicio na reducao
da degradacéao protéica (35), hipertrofia muscular (14), possivel analgesia mediada
por opioides enddgenos (que poderia reduzir o déficit funcional do membro) (36), bem
como as propriedades da agua, tais como: aumento da circulagéo periférica, melhora

no aporte de oxigénio e nutrientes, aumento do retorno sanguineo e linfatico,
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diminuicdo de edemas devido a acdo da pressdo hidrostédtica e a reducdo da
sensibilidade dos terminais nervosos (37).

Os resultados deste estudo demonstram que, na primeira avaliacédo realizada
pré-cirurgia, os animais apresentaram maior forca quando comparados com o0s
demais, portanto, pertinente com padrdes de normalidade, ndo houve diferenca entre
as demais avaliacbes e grupos. A reducdo da forca pode estar relacionada a
hipernocicep¢ao gerada pela compressao nervosa, que produz uma inibicdo muscular
(38). Além disso, estudos revelaram que o tratamento com exercicio fisico de natacéo
pode ndo ser capaz de reduzir o quadro algico de ratos submetidos a ciatalgia (39),
bem como é capaz de produzir hiperalgesia nervosa (22), o que pode acarretar
consequéncias aos oOrgaos efetores, como o muasculo esquelético. No presente
estudo, todos os grupos com lesdo apresentaram reducdo significativa da forca de
preensao, independente se tratados ou ndo. De forma semelhante, Agbulut et al. (40)
demostraram que houve reducdo da forca maxima, bem como outros parametros
funcionais do musculo s6leo, em um modelo de desnervacdo do nervo isquiatico,
demonstrando que a integridade do nervo é necessaria para manutencdo da
funcionalidade muscular.

A atividade contratil do musculo esquelético é regulada pelo sistema nervoso
central, por meio da transmissdo de potenciais de ag¢do advindo dos neurbnios
motores as fibras musculares. Tanto o axdnio motor pré-sinaptico quanto a fibra
muscular esquelética pés-sinaptica sao altamente especializadas na JNM, garantindo
assim uma transmisséo eficiente do potencial de acao (9).

A preservacdo da JNM é importante para manter a massa muscular. Ela
demonstra uma impressionante plasticidade quando submetida a alteracbes
neuromusculares, mesmo em animais adultos, sendo que uma abrupta e completa
paralisacdo da atividade neuromuscular por meio da desnervagdo ou lesdo por
neurotoxinas modulam sua estrutura e funcdo (41). Elas estdo sujeitas a
remodelacfes, devido a diversos fatores: idade, desnervacdo, envelhecimento (7),
tipo de fibra muscular, atividade e estado hormonal (12,42), algumas doencas
congénitas, como Miastenia Graves e Sindrome de Lambert-Eaton, além de varias
formas de intoxicacdo, sendo uma delas o botulismo (9).

Todavia, tanto a analise morfoldogica quanto a morfometria das JNMs

mensuradas no presente estudo ndo apresentaram diferencas significativas. Pode-se
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observar o polimorfismo das JNMs na analise morfolégica, embora ndo houve
diferenca significativa para os parametros morfométricos da area, diametro maior e
menor. Apesar da lesdo nervosa ter sido caracterizada, ela nao foi suficientemente
capaz de alterar a morfologia das JNMs, provavelmente devido a capacidade
regenerativa que o sistema nervoso periférico (SNP) possui, considerando o tempo
decorrido de 22 dias poOs-operatério, bem como a intensidade da LNP, que se
caracteriza por ser uma lesdo nervosa intermediaria. Gorio et al.(43) apontam que
25% das fibras musculares ja estéo poli-inervadas em aproximadamente 15° dias apos
esmagamento do nervo isquiético de ratos, sendo que no 25° dia a atividade mecanica
do musculo esta parcialmente recuperada, e, a partir do 26° ao 60° dias, os contatos
sinapticos excessivos sdo eliminados e a fibra torna-se monoinervada e em 90° dias
o tamanho da JNM j& est& recuperado.

Contudo, Torrejais et al. (11), analisando a morfometria e morfologia das JNMs
de diafragmas de ratos novergicos desnervados em diferentes periodos, observaram
que, apls a desnervacdo, as JNMs se apresentaram menores e com aspecto
alongado, com contornos menos visiveis. Alteracées na morfometria da JNM também
foram descritas por Liu et al. (44) em um modelo de desnervagédo do nervo tibial
anterior de ratos Sprague-Dawley.

A inervacdo é fundamental para manter as propriedades e a plasticidade
muscular dos diferentes tipos de fibras. Com a auséncia do estimulo nervoso ocorre
reducdo da isoforma lenta de cadeia pesada de miosina, com consequente aumento
da cadeia pesada de miosina rapida (6).

Patterson e Stephenson (32) verificaram alteragbes no fenotipo da fibra
muscular do musculo séleo de ratos Long-Evans, com reducdo da isoforma lenta
MHCI, ~77% para 61%, com concomitante aumento da isoforma rapida MHCIIA, de
~23% para 39%, bem como alteragdes na morfometria dos diferentes tipos de fibras
em um modelo de lesdo nervosa isquiatica.

Resultados similares sdo descritos por Minamoto (6), em um modelo de
desnervacdo do musculo soleo. Fora observado que, 30 dias poés-lesédo, a
porcentagem de fibras rapidas do tipo Ilb aumentou de 4% para 9%, bem como as
fibras do tipo IIx, que aumentaram de 13% para 23%; em contrapartida, as fibras do

tipo lla e | diminuiram de 42% para 32% e 41% para 36%, respectivamente,
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comprovando que a reducgao da atividade nervosa provoca remodelacéo na fibra no
sentido de lenta para rapida.

Os resultados do presente estudo verificaram que a lesdo nervosa alterou a
isoforma de cadeia pesada de miosina, com reducéo da isoforma lenta, tendo em vista
gue o musculo plantar possui predominancia fenotipica de cadeia pesada de miosina
rapida (45). Tais resultados sdo corroborados pela literatura que demonstra que
musculos fasicos, quando desnervados, tendem a se tornarem musculos tbénicos
(lentos) (31,32,34,46). A contagem das fibras musculares apresentou diferenca
significativa para as fibras do tipo | do grupo Ct em relacdo aos demais grupos, sendo
gue o grupo Ls também apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo Ser,
Nat e Ser+Nat, com reducdo no percentual das fibras em 28%, 31% e 29%,
respectivamente, ndo havendo diferenca entre os demais grupos estudados.

A inervagcdo é fator determinante, tanto no desencadeamento quanto na
manutencdo do fendtipo contratil (40), bem como sofre influéncia da desnervacao e
horménios (47). Contudo, Agbulut et al. (40) relataram em sua pesquisa que o déficit
de atividade neuromuscular ndo foi capaz de modular o fendétipo contratil e que a
manutencdo da expressdo relativa da cadeia pesada de miosina MHC lenta é
independente da atividade neuromuscular no masculo séleo de ratos, em um modelo
de desnervagdo do nervo isquiatico. Esse resultado diverge da literatura sobre a
dependéncia nervosa em relacdo a modulacdo fenotipica, demonstrando que a
modulacao das propriedades contrateis do musculo esquelético varia de acordo com
o tipo de musculo (lento ou rapido) analisado e o tipo de lesdo nervosa empregada
(6,31,32,40,48).

Embora o exercicio fisico afete o organismo como um todo, 0s principais
impactos positivos sdo as adaptacées que ocorrem no musculo esquelético (15).
Assim como a desnervacao, o exercicio fisico é capaz de provocar mudancas no
fenotipo da fibra muscular, sendo que a funcdo e demanda de trabalho imposta
determina a expressao das isoformas (49). Especificamente, o exercicio aerobio
promove transformacéo no tipo de fibra no sentido de rapido para lenta (tipo I1b/l1x
para Ila) em musculos com padrdes normais de inervagcao (15). Porém, o exercicio
fisico de natacdo no presente estudo ndo foi capaz de promover transformacdo no

fendtipo do musculo plantar. Presume-se que a lesdo nervosa tenha suplantado a
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capacidade do exercicio fisico de natacdo, bem como sua associagdo com a proteina
sericina em transformar as propriedades contrateis do musculo.

Resultados similares também foram descritos por Tanaka (16) em um modelo
de desnervacao parcial do nervo tibial anterior. Verificou-se que o exercicio aerobio
em esteira ndo foi eficiente para promover a transformacédo fenotipica no muasculo
sbleo de ratos Wistar. Kim et al. (50) também verificaram que o exercicio aerdbio de
escada durante oito semanas néao foi capaz de mudar as propor¢cdes de cadeia pesada
de miosina no musculo gastrocnémio medial de ratos Zucker.

Neste estudo, a lesdo nervosa do tipo axonotmese nao foi suficiente para
modificar a morfologia das JNMs, bem como alterar a funcionalidade musculo
esquelética. A associacdo da proteina sericina ao exercicio de natacao na fase aguda
nao foi uma modalidade terapéutica eficaz para transformar as propriedades
contrateis do musculo plantar, embora a lesdo nervosa o tenha feito.

Sugere-se, diante desses resultados, novos estudos acerca da remodelagéo
fenotipica que também parece ser modulada por proteinas especificas que séo
superexpressas durante o exercicio fisico, como por exemplo a proteina kinase D1
(PKD1) e Proliferador ativado Receptor-y coactivador-1a (PGC1-a). A expressao
aumentada de ambas conduz ao aumento do percentual de fibras de contragéo lenta
(15). Embora o presente estudo ndo apresente analise molecular, a expressao
protéica pode ter ocorrido.

E de extrema importancia que profissionais da satde entendam a intima
integracdo entre o sistema neuromotor e sua aplicabilidade clinica, sendo as condutas
terapéuticas contemplativa de ambos, musculo e nervo, assim como as estruturas
envolvidas na lesdo nervosa, a fim de acelerar o processo regenerativo, visando ao

retorno da funcionalidade ao paciente.

CONCLUSAO
A associacdo da proteina sericina ao exercicio fisico de natacdo nao se
mostrou eficiente quanto a recuperacdo da forca de preensdo e alteracdo das

propriedades contrateis do muasculo, alteradas pela axonotmese experimental.
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Tabela 1 — Valores da forca de preensédo plantar de ratos Wistar em gramas, para 0s
diferentes momentos de avaliacdo (AV1 a AV8), nos diferentes grupos.

Avaliagdes cth LsB Ser® Nat® Ser+Nat®
AV1a 197,12+151,8 239,77+100,7 187,08+107,1 208,19+60,3 288,66+183,4
AV2b 257,79+92,56  0,89+0,65 1,3310,61 0,90+0,73 1,14+0,87
AV3b 266,79+118,01 1,22+0,95 1,0+0,87 1,04+0,89 1,04+0,48
AV4b 199,50+142,01 0,72+0,61 0,78+0,42 0,52+0,46 0,62+0,67
AV5b 253,41+106,35 1,22+0,71 0,99+1,06 0,38+0,40 0,81+0,60
AV6P 266,62+242,88 1,22+1,04 0,91+0,23 1,76+1,98 2,38+3,48
AVT7b 216,29+134,50 1,11+1,00 1,29+1,55 6,76+9,53 1,57+1,88
AV8b 253,29+90,84  9,11+20,21 4,54+6,41 6,47+4,43 3,52+3,81

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Valores expressos em
média + desvio padrdo. Pos teste Bonferroni. Letras mailsculas representam diferengas entre
0s grupos e mindsculas entre as avalia¢cdes.

Tabela 2 — Valores dos parametros peso e comprimento do muasculo plantar nos diferentes

grupos.

Parametros Ct Ls Ser Nat Ser+Nat
Peso muscular (g) 0,530,182 0,26+0,10° 0,29+0,09° 0,26+0,08° 0,22+0,10°

Comprimento (mm) 2,79+0,52% 2,74%¥0,47* 2,55+0,34* 2,58+0,47% 2,66+0,512

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Valores expressos
através da média + desvio padrao. Pos teste t Student. Representa p < 0,002.
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Figura 1 — Fotomicrografias das JNMs observadas no musculo plantar de ratos Wistar,
referentes ao 22° PO. Seccao longitudinal, Esterase Inespecifica, Grupos: Ct, A, Ls, B Ser, C,
Nat, D, Ser+Nat, E e F. Observar o polimorfismo das JNMs.

Tabela 3 — A morfometria das JNMs do musculo plantar de ratos Wistar, nos animais dos
grupos (Ct,Ls,Ser,Nat e Ser+Nat), para as diferentes variaveis.

Parametros Ct Ls Ser Nat Ser+Nat

Area 645,61+124,52 618,75+114,1* 627,06£81,38* 553,82+115,72 530,31+£103,52
Diametro maior  42,62+2,372 43,425,127 41,44+3,632 40,126,012 39,13+6,372
Diametro menor  18,37+3,552 18,44+2,382 18,29+1,56 16,50+£1,822 16,591,342

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Valores expressos
através da média + desvio padréo. Pos teste t Student. Representa p >0,05.
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Figura 2 — Fotomicrografias do musculo plantar de ratos Wistar, 22° PO. Seccéo
transversal, reacdo de NADH-TR. Fibras musculares dos tipos |, lla e llb.Grupos: Ct
A, Ls B, Ser C, Nat D, Ser+Nat E e F.
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Tabela 5 - Contagem dos diferentes tipos de fibras musculares, |, lla e 1lb, do musculo plantar
de ratos Wistar, 22°PO.

Parametros Ct Ls Ser Nat Ser+Nat

FibraTipo |  92,20+11,60a" 10550+41,34%° 147,20+30,86° 154,40£17,15° 149,20+16,81°
Fibratipo A 61,60£8,26°  65,75:27,58%  70,40+16,36*  61,40%15,72* g0 o411 212

Fibratipo B 73 0+13,192 63,25+16,152 74,60+12,212  57,40+16,08°  69,80+7,942

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Valores expressos
através da média + desvio padréo. Pds teste t Student. Representa p <0,05.

Tabela 4 - Valores encontrados para area dos diferentes tipos de fibras musculares, 1, lla e

IIb, do musculo plantar de ratos Wistar, 22°PO.

Parametros Ct Ls Ser Nat Ser+Nat

Fibra Tipo | 1641,6+221,4% 1237,1+447,3? 1173,4%¥137,72 1288,0+270,02 1302,6+210,9%
Fibratipo 1A  2313,2+327,6% 1392,1+389,3" 1563,6+328,3" 1411,4+288,2°> 1509,9+345,3°

Fibratipo lB  3449,0+498,020 1842,9+501,0° 1679,7+283,8° 1727,3+248,3" 1944,0+126,4°

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre 0s grupos. Valores expressos
através da média + desvio padréao. Pds teste t Student. Representa p <0,05.

Tabela 6 —Valores encontrados para analise morfométrica do diametro menor das fibras

musculares tipo |, lla e llb, do musculo plantar de ratos Wistar, 22°PO.

Didmetro menor Ct Ls Ser Nat Ser+Nat
Fibras | 35,85+2,282 32,57+5,98% 30,22+1,37 31,64+1,97" 23,71+2,41
Fibras IIA 45,30+0,80? 34,07+4,63° 32,71+2,57 33,61+3,15 27,41+2,69
Fibras IIB 51,93+4,372 39,044,47° 36,6715,38° 39,22+4,02° 34,25+3,89°

Letras Diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Valores expressos
através da média + desvio padrédo. Pos teste t Student. Representa p <0,05.
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ANEXO A

U unioeste

"I!‘!"l‘.‘! Estadual do Oeste do Parand

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo
amtte de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Caracteristicas nociceptivas e histomorfometricas
da lesdo nervosa isquidtica em ratos wistar tratados com proteina sericina e
ér;étocolo de exercicio por natagdo”, sob vossa coordenagao, foi avaliado pelo
CEUA como APROVADO para execugao.

ATENCAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apos 0 encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Ekperimental.

Cascavel, 11/09/2015

\{x__.'v R ") AL L
Profa. Dra \Lﬂe-rana O||ve|ra de Farina
Coordenadora do CEUA

Portaria n® 2729/2014 - GRE
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ANEXO B

Instituto de pesquisa israelista Albert Einstein recebe artigos artigos da seguinte forma

e categoria:

Instrucbes aos autores
Escopo e politica

Os artigos originais podem ser enviados em portugués e / ou inglés. Apds a aprovacgao
pelos editores, todos os artigos sdo encaminhados para analise e avaliacdo por pelo
menos dois revisores, e 0 anonimato é assegurado durante todo o processo de
submissdo. Os comentarios sdo enviados aos autores, para que eles possam
modificar o texto ou dar motivos para nao altera-lo. Depois de fazer as correcdes
sugeridas pelos revisores, o artigo definido deve ser enviado a revista einstein (Sao
Paulo) através do Sistema de  Gerenciamento da revista, em
http://apps.einstein.br/revista. Os artigos sdo enviados para publicacdo apenas apos

a aprovacao final dos revisores e editores.

Os autores sdo 0s Unicos responsaveis pelos conceitos fornecidos nos artigos. Os
artigos aceitos para publicacdo se tornam propriedade do jornal. Somente o editor de

einstein (Sao Paulo) pode autorizar a reproducao de artigos em outra revista.

O conteudo da einstein (Sao Paulo) € licenciado pela Creative Commons (CC BY)

Atribuic&o internacional 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

O periodico adota o sistema de Turnitin para identificar o plagio. Os casos de ma
conduta na publicacdo serdo considerados de acordo com o0s critérios e
recomendacdes do Comité de Etica da Publicacao (COPE;

http://publicationethics.org).

Einstein (Sao Paulo) € um jornal de acesso aberto, e ndo h& cobranca por submisséo,

revisdo, traducéo e publicacao de artigos.
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Todos os processos sao conduzidos eletronicamente e podem ser acessados em

http://apps.einstein.br/revista.

Forma e preparacdo de manuscritos

A revista einstein (Sao Paulo) tem as seguintes sec¢des: Artigo Original, Economia e
Gestdo da Saude, Relatério de Caso, Revisdo, Revisdo de Ciéncias Bésicas,
Aprendizado por Imagens, Desenvolvimentos Médicos e Letras ao Editor. A revista

também publica uma subsecao de revisfes teméticas.

Artigo original - Projetado para relatar os resultados da pesquisa cientifica. O artigo
deve ser original e ndo publicado e conter os seguintes itens: resumo estruturado (em
portugués e inglés para artigos apresentados em portugués e em inglés para aqueles
apresentados em inglés), introducdo, objetivo, métodos, resultados, discussao,
conclusao e referéncias. Os artigos originais devem ter no maximo 3.000 palavras e

30 referéncias.

Economia e gestdo da saude - Artigos concebidos para denunciar o conhecimento,
gue expressam conceitos e refletem sobre praticas efetivas em gestéo, administracédo
e economia da saude. Os seguintes itens devem ser incluidos: resumo estruturado
(em portugués e inglés para artigos apresentados em portugués e em inglés para
agueles apresentados em inglés), introducdo, objetivo, métodos, resultados,
discusséo, concluséo e referéncias. Eles devem ter no maximo 3.000 palavras e 30

referéncias.

Relatério de caso - Relatérios de casos de uma determinada condicdo médica,
particularmente situacdes raras com dados relevantes ao leitor, descrevendo seus
aspectos, histéria, gerenciamento, etc., incluindo uma breve revisdo da literatura,
descricdo do caso e discussao relevante. Eles devem ter no maximo 1.000 palavras e

até 10 referéncias.
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Reviséo - Os artigos de revisdo podem ser narrativas e / ou revisdes sisteméaticas,
incluindo avaliac@es criticas da literatura sobre um determinado assunto; Eles devem
descrever os procedimentos utilizados, o tépico e seus limites, conclusdes e
referéncias. O texto deve ter no maximo 3.000 palavras e até 40 referéncias. Todas

as revisdes s6 podem ser enviadas mediante convite do editor.

Revisando ciéncias béasicas - Revisar artigos sobre temas basicos de ciéncia com

impacto clinico relevante. Eles devem ter no maximo 2.000 palavras e 30 referéncias.

Aprendizado por imagens - Uma imagem patognomoénica tipica - ultra-som,
tomografia computadorizada, raios-X, ressonancia magnética, fotografia de cirurgia,
microscopia ou sinal clinico - seguido de um texto explicativo com no maximo 300

palavras e 10 referéncias.

Desenvolvimentos médicos - Secdo projetada para publicacdo de novidades
diagnésticas e / ou terapéuticas atualmente aplicadas em diferentes areas de saude.
Discute os desenvolvimentos que ja estdo em uso. Os autores sao livres para escrever

0 texto, que deve ter no maximo 1.000 palavras e 10 referéncias.

Cartas para o editor - O objetivo é comentar ou discutir artigos publicados na revista,
ou para relatar pesquisas originais em andamento, descobertas cientificas, etc. Deve
ter no maximo 150 palavras e 5 referéncias. As cartas ao Editor ndo passarao pela

revisdo pelos pares e serdo publicadas apos a avaliacdo dos Editores.

Requerimentos técnicos
Os autores devem enviar o0s artigos que contenham:

* Texto digitado em fonte Arial de 12 pontos de espagamento duplo e margem de 2,5

cm em cada lado, destacando cada secéo do artigo.

* Permissdo para reproducao de material e transferéncia de formulario de direitos

autorais (disponivel no sistema de envio eletrdnico).
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» Declaracao dos autores de que o manuscrito ndo esta sendo apreciado e néo sera

submetido a publicacédo, em outro periodico (disponivel no site eletronico).

Preparando um manuscrito
* Titulo: titulo do artigo, em portugués e inglés, que deve ser conciso, mas informativo.

* Resumo: Resumo, em portugués e inglés, com um maximo de 250 palavras. Para
0os artigos originais, os resumos devem ser estruturados (Objetivo, Métodos,
Resultados, Concluséo), descrevendo as principais partes do trabalho e destacando
os dados mais relevantes. Para artigos de outras secfes, 0 resumo nao deve ser

estruturado.

» Palavras-chave: especifique pelo menos 5 e no maximo 10 palavras-chave, em
portugués e inglés, que refletem o contetdo do documento. As palavras-chave devem
ser baseadas nos Descriptores de Ciéncias da Saude (DeCS), publicado pela Bireme,
e traduzido das Secbes de Assunto Médico (MeSH) da Biblioteca Nacional de

Medicina e disponivel em: http://decs.bvs.br.

» Registro em banco de dados de ensaios clinicos: indique, para ensaios clinicos, o

nuamero de registro no banco de dados de ensaios clinicos (https://clinicaltrials.gov).

» Texto: deve cumprir a estrutura necessaria para cada categoria de artigo. As
citacbes dos autores no texto devem ser numeradas sequencialmente, por nimeros
arabes sobrescritos entre parénteses, em todas as categorias de artigos. Os termos
completos para os quais as abreviaturas e as siglas indicam devem preceder a sua
primeira utilizacao no texto. Nao use abreviaturas ou siglas no titulo e no resumo. Nas

legendas de tabela e figura, as abreviaturas devem ser seguidas pelo termo completo.

+ Agradecimentos: descrevem a colaboracdo de individuos que merecem
reconhecimento, mas nao justificam a autoria. Inclua reconhecimentos para apoio

financeiro e / ou técnico, etc.

108



* Referéncias: devem ser numeradas consecutivamente na mesma ordem em que
aparecem no texto e identificadas por algarismos arabicos. As referéncias seguem o
"Estilo de Vancouver", e os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o
estilo apresentado pela Lista de Revistas Indexadas no Index Medicus, da Biblioteca
Nacional de Medicina, disponivel em http: [lwww.ncbi.nlm.
Nih.gov/nimcatalog/journals. Para qualquer referéncia, mencione até seis autores. No

caso de mais de seis autores, mencione 0s seis primeiros, seguidos por et al.

» Tabelas: todas as tabelas (maximo de quatro tabelas) devem conter o titulo e o titulo
das colunas e devem ser mencionadas no texto. Eles devem ser numerados
sequencialmente por algarismos arabes, na ordem em que aparecem no texto. As
notas de rodapé da tabela devem ter uma chave para abreviaturas e testes estatisticos

utilizados.

» Figuras: quaisquer figuras (imagens, graficos, fotografias e ilustracbes) devem ser
mencionadas no texto e enviadas em maior ou igual tamanho de exibi¢cao pretendido.
A revista aceita um maximo de quatro por artigo. Eles devem ser numerados
sequencialmente por algarismos arabes, na ordem em que aparecem no texto. Se os
nameros ja foram publicados, uma autorizacdo escrita para reproducdo deve ser

fornecida pelo autor / editor, e as legendas devem incluir a fonte de publicacao.
Apresentagdo de manuscritos

Os artigos devem ser enviados para a revista einstein (Sado Paulo) em
http://apps.einstein.br/revista. Todos o0s autores devem se registrar na plataforma

ORCID em https://orcid.org/signin.

Einstein (Sao Paulo) € um jornal de acesso aberto, e ndo h& cobranca por submisséo,

revisao, traducao e publicacdo de artigos.
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Manuscritos para submissdo ao Journal of Exercise Rehabilitation devem ser

preparados de acordo com as seguintes instrucdes:

Instructions for Authors
Characteristics and categories of manuscripts
Contents and Classifications of Manuscript

Journal of Exercise Rehabilitation is the official journal of the Korean Society of
Exercise Rehabilitation, being published six times a year. Its formal abbreviation is "J
Exerc Rehabil". The types of manuscripts include research articles, review articles, and
articles invited by the Editorial Board. Journal of Exercise Rehabilitation contains 6
sections: Basic research on exercise rehabilitation, Clinical research on exercise
rehabilitation, Exercise rehabilitation pedagogy, Exercise rehabilitation education,
Exercise rehabilitation psychology, and Exercise rehabilitation welfare.

Only articles that are scientifically identified and theoretically, originally developed as
the results of new, significant, and recent studying on the medical information and
knowledge associated with the above-mentioned fields and that were conducted
ethically and complied with policies of management of the Korean Society of Exercise
Rehabilitation can be published in this Journal. Articles that have been already
published or submitted for publication elsewhere cannot be submitted to this journal,
and articles that have been published in this journal cannot be published elsewhere
without permission. The Korean Society of Exercise Rehabilitation has all the
copyrights of all the manuscripts that have been submitted and permitted for

publication in this Journal.

Author Contributions

Authors are required to make clear of their contribution to their manuscript in cover
letter. To be listed as an author one should have contributed substantially to all three

categories established by the International Committee of Medical Journal Editors
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(ICMJE): 1) conception and design, or acquisition, or analysis and interpretation of
data; 2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content; and
3) final approval of the version to be published (www.icmje.org/index. html). The ICMJE
further states that acquisition of funding, the collection of data, or general supervision
of the research group, by themselves, do not justify authorship. Individuals who have
contributed substantially to some but not all of the three categories, or in other areas,
should be listed in Acknowledgments. In principle, we do not allow the addition of
authors or the changes of the first or the corresponding author after our initial decision
to accept the manuscript for publication. Written causes of changing should be
submitted when the authors of a manuscript is changed, approval of the Editorial board
is needed when the first author or corresponding author is changed, and approval of
the Chief Editor is needed when other authors is changed before acceptance of the
submitted manuscript. If an author wishes to be removed from the byline, he or she
should submit a signed letter indicating his or her wish to be deleted from the list of
authors. The change in the order in the byline requires a letter from all authors indicting

agreement with the same.
Language

This Journal will accept manuscripts written in English only. The abstract should be
written in English and English medical terms are based on International Continence
Society (ICS) terminology, the recent edition as the report of Standardization Sub-
committee of the ICS. Other terms are based on English-Korean Korean-English
Medical Terminology, published by the Korean Medical Association.

Regulations on Ethics

The Journal adheres to the ethical guidelines for research and publication described

in Good
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PublicationPractice Guidelines for Medical Journals
(http://kamje.or.kr./publishing_ethics.html) and Guidelines on Good Publication
(http://publicationethics.org/static/1999/1999pdf13.pdf).

Registration of Clinical Trial Research

Any research that deals with a clinical trial should be registered with a primary national
clinical trial registration site such as http: //ncrc.cdc.go.kr/cris, or other sites accredited

by WHO or the International Committee of Medical Journal Editors.
Disclosure of Conflict of Interest
Conflict-of-Interest Statement

A conflict of interest may exist when an author (or the author’s institution or employer)
has financial or personal relationships or affiliations that could bias the author’s
decisions of the manuscript. Authors are expected to provide detailed information
about all relevant financial interests and relationships or financial conflicts, particularly
those present at the time the research was conducted and through publication, as well
as other financial interests (such as patent applications in preparation), that represent
potential future financial gain. All disclosures of any potential conflicts of interest,
including specific financial interests and relationships and affiliations (other than those
affiliations listed in the title page of the manuscript) relevant to the subject of their
manuscript will be disclosed by the corresponding author on behalf of each coauthor,
if any, as part of the submission process. Likewise, authors without conflicts of interest
will be requested to state so as part of the submission process. If authors are uncertain
about what constitutes a relevant financial interest or relationship, they should contact
the editorial office. Failure to include this information in the manuscript will prohibit
commencement of the review process of the manuscript. For all accepted manuscripts,
each author’s disclosures of conflicts of interest and relevant financial interests and
affiliations and declarations of no such interests will be published. The policy
requesting disclosure of conflicts of interest applies for all manuscript submissions. If
an author’s disclosure of potential conflicts of interest is determined to be inaccurate
or incomplete after publication, a correction will be published to rectify the original
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published disclosure statement. Authors are also required to report detailed
information regarding all financial and material support for the research and work,
including but not limited to grant support, funding sources, and provision of equipment
and supplies as part of the submission process. For all accepted manuscripts, each
author’s source of funding will be published.

Funding/Support and Role of Sponsor

All financial and material support for the research and work will be requested to be
clearly and completely identified as part of the submission process (Cover Letter). The
specific role of the funding organization or sponsor in each of the following should be
specified: "design and conduct of the study; collection, management, analysis, and
interpretation of the data; and preparation, review, or approval of the manuscript." The
corresponding author is responsible for acknowledging this on the authorship form at

the time of submission.
Examination on Ethics

Personal information with which a patient’s identity can be established cannot be
published with any forms including texts, photos, and pedigree. When personal
information of patients is critical as scientific data, it should be stated clearly that the
purpose of the study and mental & physical damages that can be done during the
participation to the study were sufficiently explained for and written contents were
submitted by the participants or their caregivers. In a study of an experiment for human
subjects, it should be reported that the experiment complied with the ethics criteria of
institutions reviewing ethics of experiment on human body or local "Ethics Committee
on Clinical Experiments" and Declaration of Helsinki. The data for explanation such as
photos should not include names, English initials, and hospital numbers of patients. In
cases of animal experiments, it should be stated clearly that the processes complied
with regulations of in stitutions or national research committee related to breeding and
using laboratory animals or the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.
If necessary, it can be required to submit written consents and approvals of ethics

committee.
Originality and Duplicate Publication
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Manuscripts that have been already published elsewhere or in this journal should not
be published. When a similar article has been already elsewhere or in this journal, its
copy should be submitted with the relevant manuscript. The editorial Board of the
Korean Society of Exercise Rehabilitation will decide whether the relevant manuscript
Is duplicately published and examine whether it can be published in this Journal.

MANUSCRIPTS PREPARATION
Review Articles

Review article was selected as a significant theme from areas relevant to neurologic
field and whose authors were selected and referred on the basis of articles published
in this or other journals. The submitted manuscript should be decided to be published
via reviewing of the Editorial Board. The length of the manuscript should not exceed
5,000 words except for the cover, tables, figures, and references. The works in the

references should not exceed 100.
Research Articles

The manuscript for original articles should be organized in the following order: 1) title
page, 2) abstract and keywords, 3) introduction, 4) materials and methods, 5) results,
6) discussion, 7) conflict of interest, 8) acknowledgments (if necessary), 9) references,
10) tables, 11) figures and photos, and 12) legends. The manuscript should be
provided in MS Word file (doc), double spaced on 212 x 297 mm (A4 size) with 2.5 cm

margins at the top, bottom, and left margin.

The length of the manuscript should not exceed 5,000 words except for the cover,
tables, figures, and references. No more than 50 references can be cited. All

manuscript pages are to be numbered consecutively, beginning with the title page as

page

1.The use of acronyms and abbreviations is discouraged and should be kept to a
minimum. When used, they are to be defined where first used, followed by the acronym
or abbreviation in parentheses. Abbreviations are not allowed in the title. The names

and locations (city, state, nation) of manufacturers of equipment and non-generic drugs
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should be given. When quoting from other sources, give a reference number in bracket

after the author’'s name or at the end of the quotation.
Editorials

Editorials are invited perspectives on an area of exercise or rehabilitation, dealing with
fields of research, current medical interests, fresh insights and debates.

GENERAL GUIDELINES FOR MANUSCRIPTS
Title Page

The title page should include the article title, name(s) of author(s), and institutional
affiliations in English, and corresponding author and other footnotes. The author(s)
should type the original and running title (less than 60 characters) in the title page
directly. When there are several authors with different affiliations, the main institute
should be recorded first and others be expressed as superscripts like 1, 2, 3, etc. next
to the name of the relevant author and then the name of the affiliation in order. The
corresponding author should present the name, affiliation, address, zip code, and

contact details (such as Tel, Fax, and E-mail).
Abstract and Keywords

The abstract should be brief descriptions of the manuscript, containing 250 words. The
abstract should be a structured one which includes purpose, methods, results, and
conclusions. A list of keywords, with a maximum of six items in English, should be
included at the end of the abstract. The selection of keywords should be based on
Medical Subject Heading (MeSH) of Index Medicus, and each keywords should begin
with a capital letter. Do not use abbreviations or reference citations.

Introduction

The introduction should address the purpose of the study briefly and concisely, and

include background reports only related to the purpose of the study.
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Materials and Methods

The design, subjects, and methods should be described in order. When patients are
the subjects, the properties, inclusion criteria, and exclusion criteria of the populations
should be clarified. Particular chemicals or equipment should be clarified of the names
of the suppliers, the cities, the states, and the nations according to unified forms.
Explanation of the experimental methods should be sufficient for repetition by other
researchers, though methods that had been reported in detail may be described briefly
by citation of references. However, new methods or modifications of previously
published methods should be described enough for other researchers to represent.

The methods of statistical verification on the results should be clarified.
Results

The authors should describe clearly and logically their significant findings of
observations or results corresponding to the purpose of the study, following the order
in the methods. The authors should avoid overlapping descriptions by figures or tables

and by main text, describing important results only.

It should be clear which statistical test is associated with each Pvalue reported. Rarely
used statistical techniques should be described. Medians and percentiles (such as
quartiles) are preferred over means and standard deviations (or standard errors) when
analyzing asymmetric data, especially when nonparametric statistics are calculated.
Fractions (e.g., 5/10) should accompany percentages. In randomized clinical trials,
consider reporting separate analyses with confounding variables included. If sample
sizes differ between groups when patients are randomized, randomized, reasons

should be provided.
Discussion

Important or new findings from the results of the study should be emphasized and the
consequent conclusions are described, while repetition of the contents in the
introduction and the results should be avoided. The authors are needed to describe
the significance and limitations of the study and directions for the further studies,
comparing with the results of the other related studies. Conclusion should be included
in the discussion part. The conclusions should include a comprehensive description of
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the judgment or thoughts of the authors being induced from the results and discussion
sections and corresponding to the purpose of the study mentioned in the introduction.
The simple summary or overlapped array of the results should be avoided. An addition

of directions for further studies or expected effects should be avoided if possible.
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Tables

Tables should be written as "Table" in the text and be described briefly in English, left-
aligned. All the abbreviations used should be described under the tables or figures.
The first letter of the title of a table should be a capital letter, and do not use a period
if the description is not a complete sentence. The table should be included one in a
page as double space, written clearly and briefly. No vertical or horizontal lines are
allowed to be included within a table. Title all tables and number them with Arabic
numerals at the top of them, and table footnotes or description should be given markers

in the order of a), b), ¢) ...
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Figures

Figures should be written as "Fig." in the text. The minimum requirements for digital

resolution are:
1,200 DPI/PPI for black and white images, such as line drawings or graphs.
300 DPI/PPI for picture-only photographs.

600 DPI/PPI for photographs containing pictures and line elements, i.e., text labels,

thin lines, arrows.
Text Style, Numbers and Units

If foreign-language words are needed, capital and small letters should be clarified: in
principal, proper nouns, place names, and names of persons should be written with
capital letter as the first letter and then small letters for the rest. When translated words
are insufficient in conveying meanings, the translated term will be presented with the
original term within parenthesis for the first time and then the translated term only can
be used. Numbers should be written with Arabic numerals. The measurements of
length, height, weight, and volume shall be recorded with the metric system (meters,
grams, and liters), temperature shall be recorded with centigrade, and blood pressure
shall be recorded with mmHg. The hematological or clinical test measurements shall

be recorded on the basis of common units or the system of the International Units (SI).
SUBMISSION OF MANUSCRIPT

All the manuscripts are submitted via the electronic article submission system of the
website of the Journal of Exercise Rehabilitation (http://www.e-jer.org) with written
consents containing all the authors’ signatures on copyright transfer. When the
publication is approved by the Editorial Board after reviewing, one final version of the
manuscript of the article and the file containing all the contents should be finally

submitted to the Editorial Board via the Internet article submission system.

The submission day of a manuscript shall be the day when the manuscript is submitted,
the author(s) is finally approved, and is delivered to the Editorial Board, and the day of

decision of the publication shall be the day when the manuscript is completed of its
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reviewing and is decided to be published. Detailed information on manuscript
submission and journal edition is provided in the "Online System Guide" in the website.
More information on using the system can be inquired using the below- mentioned

address.
REVIEW OF MANUSCRIPTS
Editorial Board

The Editorial Board deals with all the works for accepting and editing manuscripts. A
manuscript that is not complied with the regulations for submission can be suggested
to be adjusted or be reserved to be published, or can be adjusted by the Board, if
necessary, without affecting the original contents. A manuscript with sufficient errors
in form or misspellings or the one that is not complied with the regulations for
submission can be rejected of acceptance and the author(s) will be notified. In case of
reviewer(s)’s request, submission of data can be required for the author(s) via the

decision of the Editorial Board.
Reviewing and Publication of Manuscripts

All the submitted manuscripts shall be conducted of peer review of three professionals
on the basis of the regulations for article reviewing of the Korean Society of Exercise
Rehabilitation, and be decided of its publication after reviewing of the Editorial Board.
When the reviewing decisions are different each other, the selection of the relevant
manuscript shall be decided after re-reviewing of the Board. A manuscript shall be
considered of relinquishment of its publication when it won’t be submitted within two
months of notifying the decision of the reviewing without specific reason. A selected
manuscript shall be decided of its order of publication by consideration of its type and

the day of deciding its publication by the Editorial Board.
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