UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
EM BIOCIENCIAS E SAUDE — NIVEL MESTRADO

JOSINEIA GRESELE CORADINI

INFLUENCIA DO EXERCICIO DE NATACAO SOBRE A REGENERACAO DO NERVO
MEDIANO EM RATOS WISTAR CONTROLES E OBESOS APOS PROTOCOLO DE
LESAO POR COMPRESSAO NERVOSA

CASCAVEL-PR
Janeiro/2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
EM BIOCIENCIAS E SAUDE — NIVEL MESTRADO

JOSINEIA GRESELE CORADINI

INFLUENCIA DO EXERCICIO DE NATACAO SOBRE A REGENERACAO DO NERVO
MEDIANO EM RATOS WISTAR CONTROLES E OBESOS APOS PROTOCOLO DE
LESAO POR COMPRESSAO NERVOSA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo Stricto Sensu em Biociéncias e
Saude — Nivel Mestrado, do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, como requisito
parcial para a obtencado do titulo de Mestre em
Biociéncias e Saude.

Area de Concentracdo: Biologia, processo
saude-doenca e politicas de saude.

Orientador: Prof. Dr. Gladson Ricardo Flor
Bertolini
Co-orientadora: Profé,. Dra. Maria Lucia
Bonfleur

Assinatura do Orientador

CASCAVEL-PR
Janeiro/2014



FOLHA DE APROVACAO

JOSINEIA GRESELE CORADINI

INFLUENCIA DO EXERCICIO DE NATACAO SOBRE A REGENERACAO DO
NERVO MEDIANO EM RATOS WISTAR CONTROLES E OBESOS APOS
PROTOCOLO DE LESAO POR COMPRESSAO NERVOSA

Esta dissertacdo foi julgada adequada para a obtencdo do titulo de Mestre em
Biociéncias e Saude e aprovada em sua forma final pelo Orientador e pela Banca

Examinadora.

Prof. Dr. Gladson Ricardo Flor Bertolini
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE (Orientador)

Prof2. Dra. Sonia Maria Marques Gomes Bertolini

Universidade Estadual de Maringa — UEM

Prof2. Dra. Sandra Lucinei Balbo
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE

Aprovada em:

Local da defesa:



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela for¢ga que sempre encontrei nele, ajudando-me a acreditar e seguir em
busca de meus ideais.

Aos meus pais, José Ademar Coradini e Lidia Margarida Gresele Coradini, que,
apesar da distancia, estiveram sempre presentes nesta caminhada, fazendo parte
de tudo o que construi até hoje e me amparando nos momentos mais dificeis, sem

medir esfor¢os. Amo voceés!

Ao meu noivo Weiler Giacomazza Cerutti que esteve presente durante toda
caminhada, incentivando nos momentos de desanimo e cansaco, ajudando sempre.
Vocé foi meu porto seguro durante esses dois anos de caminhada. Esse titulo

também é seul!

A minha irma Larissa Coradini e meu cunhado Mauricio Tavares da Silva pela

compreensao e apoio sempre!

Ao meu orientador Prof. Dr. Gladson Ricardo Flor Bertolini, pelo conhecimento
transmitido, pela contribuicdo, confianga, dedicacao e pela oportunidade de explorar

uma nova forma de pesquisa.

A minha coorientadora Prof2. Dra. Maria Lucia Bonfleur, pelos ensinamentos,
paciéncia, e principalmente por ser uma grande pesquisadora, que compartilha com

competéncia seus conhecimentos e experiéncias.

As professoras Dra. Lucinéia de Fatima Chasko Ribeiro e Dra. Rose Meire Costa
Brancalhdo, pelos ensinamentos, pela ajuda e preocupacdo de sempre

conseguirmos o melhor.

Aos colaboradores do Laboratério de Fisiologia Endocrina e Metabolismo, em

especial a querida Camila Lubaczeuski, e do Laboratério de Biologia Celular e



Microtécnica, em especial a minha sempre parceira Regina Inés Kunz, pelo

acolhimento, ajuda e ensinamentos.

Aos colaboradores do Laboratério de Estudo das LesbBes e Recursos
Fisioterapéuticos, em especial a Ligia Inez Silva pelos ensinamentos, Camila
Mayumi e Tatiane Kamada, pelos finais de semana, chuva e sol ao meu lado e dos

nossos “ratinhos”.

A todos os amigos do mestrado, que contribuiram de alguma forma com este

trabalho.

As professoras Dra. Sandra Lucinei Balbo e Dra. Sonia Maria Marques Gomes
Bertolini, membros da banca, pela disponibilidade e ensinamentos.

Ao programa de pés-graduacdo em Biociéncias e Saude e Universidade Estadual do
Oeste do Parana, pela oportunidade do desenvolvimento desta pesquisa.

Muito obrigada a todos!



RESUMO GERAL

Atualmente a obesidade € considerada uma desordem nutricional comum, sendo um
dos mais relevantes problemas de salude publica na sociedade moderna e um
possivel fator de risco para sindrome do tunel do carpo, a qual é a patologia mais
relacionada a compressdao do nervo mediano. Esta pesquisa é de carater
experimental com abordagem quantitativa e qualitativa tendo como objetivo avaliar a
influéncia do exercicio de natagdo como terapia na regeneracao nervosa periférica
de ratos controles e obesos, submetidos a lesdo compressiva do nervo mediano.
Ratos Wistar neonatos durante os primeiros cinco dias de vida receberam injecdes
subcutédneas de MSG.(4g/kg de peso corporal ao dia). O grupo controle recebeu
solucéo salina hiperosmaética. Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar,
divididos em 6 grupos: G1 (controle), G2 (controle com leséo), G3 (controle com
lesdo + natacdo), G4 (obesos), G5 (obesos com lesdo), G6 (obesos com lesdo +
natacdo). A compressédo nervosa foi realizada por meio de procedimento cirurgico. O
tratamento com natacdo iniciou no 3° dia de pds- operatério, sendo realizado 5
vezes por semana com duracdo progressiva. Anteriormente a lesdo, os animais
foram submetidos a uma avaliacdo nociceptiva e de for¢ca, que se repetiu no 3° dia
de pos-operatorio e também durante o tratamento no 7°, 14° e 21° dia. Ao fim do
tratamento, com os animais anestesiados, 0 nervo mediano foi retirado e processado
para emblocamento em parafina e preparado para analise proteica do BDNF e GAP-
43. O limiar de dor na regido medial, proximo a compressdo nervosa, foi menor na
segunda e na terceira avaliacdo quando comparadas as demais avaliacdes, e 0s
grupos G5 e G6 apresentaram menor limiar nociceptivo nas avaliacdes. Na analise
da forca de preensdo no momento da primeira avaliagcdo todos os grupos foram
iguais entre si, porém nas outras avaliacdes os grupos G1 e G4 mostraram-se
significativamente diferentes dos demais. Os grupos G1 e G4 apresentaram as
estruturas de forma organizada, com bainhas de mielinas marcadas pelo tetroxido
de 6smio. Ja os demais grupos apresentaram uma grande desorganizacao tecidual,
com diminuicao consideravel da bainha de mielina, entretanto, foi possivel verificar
areas de recuperacdo da fibra nervosa, pela formacdo da bainha de mielina nos
grupos G3 e G6. A expressdo proteica de BDNF foi maior nos grupos G3 e G6
guando comparado aos grupos G1 e G4. A proteina GAP-43 somente foi maior no
grupo G3 quando comparado aos grupos G1 e G4. O exercicio de natacao foi capaz
gue potencializar o processo de regeneracao axonal tanto em ratos controle quanto
em ratos obesos, ndo ocorrendo distingdo entre estes grupos, porém nao foi eficaz
na melhora da funcionalidade do membro acometido como também no aumento das
proteinas estudadas.

Palavras-chave: Compressao Nervosa; Exercicio Fisico; Fisioterapia; Obesidade;

Glutamato monossoédico.



GENERAL ABSTRACT

Currently, obesity is considered a common nutritional disorder. It's one of the most
relevant public health problems in modern society and a possible risk factor for carpal
tunnel syndrome, the pathology that is most closely related to compression of the
median nerve. This experimental study with a quantitative and qualitative approach
aimed to evaluate the influence of the exercise of swimming on peripheral nerve
regeneration in control and obese rates submitted to compressive lesion of the
median nerve. Wistar neonates rats along their first 5 days of life received MSG
subcutaneous injections (4g/Kg from their body weight at the day). The control group
received hyperosmotic saline solution. 48 Wistar rats were used, divided into 6
groups: G1 (control), G2 (control with lesion), G3 (control with lesion + swimming),
G4 (obese), G5 (obese with lesion) and G6 (obese with lesion + swimming). The
nerve compression was induced through a surgical procedure. The treatment with
swimming started on the 3rd day after surgery, and was applied 5 times per week
with progressive durations. Before the lesion, the animals were submitted to
nociceptive and strength assessments. These tests were repeated on the 3rd
postoperative day and also during treatment on the 7th, 14th and 21st day. At the
end of treatment, the animals were anesthetized and the median nerve was
removed, processed for embedment in paraffin and prepared for protein analysis of
BDNF and GAP-43. The data revealed that the pain threshold in the medial region,
near the nerve compression, was lower in the second and third assessment when
compared to the other assessments, and that groups G5 and G6 were the ones that
showed lower nociceptive thresholds in the assessments. In the analysis of grip
strength at the first evaluation, all groups are equal, but in the other reviews the G1
and G4 show themselves significantly different from the others. The G1 and G4
groups present organized structures, with myelin sheaths marked by osmium
tetroxide. The other groups have a large tissue disorganization, with considerable
loss of myelin sheath, however, it was possible verify recovery areas of the nerve
fiber, by the the myelin sheath formation in groups G3 and G6. BDNF protein
expression is higher in groups G3 and G6 when compared to G1 and G4 groups. The
GAP-43 protein was only higher in G3 when compared to G1 and G4 groups. The
exercise of swimming was able to enabling the axon regeneration process both in
control rats and in obese ones, without difference between these groups, but It was
not effective in improving the functionality of the affected limb as well as in the
increase of the proteins studied.

Keywords: Nerve compression; Physical exercise; Physiotherapy; Obesity;

Monosodium glutamate.
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INFLUENCIA DO EXERCICIO DE NATACAO SOBRE A REGENERACAO DO
NERVO MEDIANO EM RATOS WISTAR CONTROLES E OBESOS APOS
PROTOCOLO DE LESAO POR COMPRESSAO NERVOSA

1. INTRODUCAO GERAL

Lesdes dos nervos periféricos sdo frequentemente tratadas na prética clinica,
principalmente lesdes traumaticas, que incluem esmagamento, compressao,
estiramento, avulsédo, seccéo parcial ou total, podendo resultar em comprometimento
funcional secundario ao déficit da transmissédo de impulsos nervosos no territorio
inervado (SILVA; CAMARGO, 2010). A qualidade de vida das pessoas acometidas
por esse tipo de lesédo é diminuida, em decorréncia de incapacidade fisica, perda
total ou parcial de suas atividades produtivas, mudancas na estrutura familiar e
pessoal, além de consequéncias econémicas para o individuo e para a sociedade,
com despesas em saude publica e no setor previdenciario (SEBBEN et al., 2011).

As neuropatias compressivas de nervos periféricos em membros superiores
atingem em sua grande maioria uma parcela da populacdo que esta em fase
produtiva, 0 que acarreta um importante prejuizo social e econdmico (SOUZA,
1997). A Sindrome do Tunel do Carpo (STC) é a mais comum, diagnosticada
guando ocorre compressao do nervo mediano ao passar pelo tunel do carpo,
gerando dor, parestesia e atrofia muscular (SILVA, GAZZALLE; TEIXEIRA, 2009).

Vérios sao os fatores de risco para o desenvolvimento da STC, dentre os
guais destaca-se a obesidade, porém, os mecanismos dessa possivel relacdo, ainda
nao estdo estabelecidos (BLAND, 2005; KURT et al., 2008). Os estudos tem
mostrado que existe uma relacdo entre o indice de massa corporal (IMC) e a STC.
Pessoas com alto IMC sdo mais comumente diagnosticadas com STC do que
pessoas com IMC na faixa da normalidade (KOUYOUMDJIAN et al., 2000; ZYLUK,
DABAL; SZLOSSER, 2011).

A relacdo entre o IMC e a STC é preocupante diante dos dados alarmantes
do crescimento do sobrepeso e da obesidade, tanto em paises desenvolvidos como

em desenvolvimento, como o Brasil. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
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registrou que no ano de 2008 havia cerca de 1,4 bilhdes de adultos (com idade entre
20 anos ou mais) acima do peso e desses mais de 500 milhbes com obesidade.
Estima-se que em 2015 haverd 2,3 bilhdes de pessoas com sobrepeso e 700
milhdes de obesos em todo o mundo (WHO, 2012).

Hoje a obesidade é considerada uma desordem nutricional comum, sendo um
dos mais relevantes problemas de saude publica na sociedade moderna. Ela é
provocada por uma interacdo complexa entre o ambiente, o comportamento humano
e fatores genéticos, sendo os fatores ambientais os que, provavelmente, mais
colaboram para a epidemia da obesidade. Acredita-se que a obesidade seja uma
consequéncia natural de um ambiente que favorece o consumo de elevada
guantidade de calorias e baixo gasto das mesmas, ou seja, 0 sedentarismo,
verificando-se um aumento do peso corporal ao longo do tempo (HOFBAUER,
NICHOLSON; BOSS, 2007; NGUYEN; EL-SERAG, 2010).

Inicialmente, as acdes para combate e prevencéo da obesidade encontravam-
se no plano das politicas de saude, porém ja se observa a ampliacdo da questao
para as areas da Educacdo e do Direito, especialmente a partir de programas
educativos sobre alimentacdo saudavel e a importancia da préatica de exercicios
(SANTOS; SCHERER, 2012). Recentemente, o Ministério da Saude assinou a
portaria n°® 424, que redefine as diretrizes para a prevencdo e o tratamento do
sobrepeso e da obesidade como linha de cuidado prioritaria da Rede de atencéo a
saude das pessoas com doencas cronicas. A atencdo basica vai proporcionar
diferentes tipos de tratamentos e acompanhamentos ao usuario, incluindo também
atendimento psicoldgico (BRASIL, 2013).

Por ser uma doenca multifatorial, deve ser tratada com mudancas
comportamentais e no estilo de vida do paciente obeso. Segundo Farias (2005)
essas intervencdes devem visar além da diminui¢cdo do peso corporal, a melhora da
saude e qualidade de vida dessa populacdo, desenvolvendo estratégias para
mudancas comportamentais relacionadas aos habitos alimentares, a pratica de
atividade fisica e controle emocional, de maneira interdisciplinar.

A literatura tém destacado cada vez mais, os multiplos beneficios associados
a pratica adequada de exercicio fisico para a promocao do bem estar, prevencao e
tratamento de varias doencas. Na obesidade, o exercicio fisico atua como fator

preventivo e também no tratamento aliado a outras condutas. Na lesdo nervosa
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periférica o exercicio fisico tem papel terapéutico, atuando na recuperacdo apos a
lesdo. Estudos mostram os beneficios do exercicio fisico na regeneracdo nervosa
periférica, porém h& na literatura divergéncias em relagcéo ao tipo de exercicio mais
adequado, fase mais apropriada para inicia-lo e qual duracéo ideal para que se
tenha uma completa regeneragéo nervosa (ILHA et al., 2008; SOBRAL et al., 2008;
TEODORI et al., 2011).

A grande maioria dos estudos sobre regeneracdo nervosa faz uso de modelo
experimental, estudando membros posteriores do rato. Porém, a maioria das lesdes
de nervo periférico em humanos afeta 0 membro superior. Por essa raz&o, um
modelo experimental de lesdo nervosa na extremidade anterior, mais
especificamente no nervo mediano, é de grande relevancia (BONTIOTI, KANJE;
DAHLIN, 2003; GALTREY; FAWCETT, 2007).

Pesquisas utilizando modelos de animais obesos em lesdes nervosas
periféricas, como também para tratamento conservador da lesdo, nao foram
encontrados na literatura. Em virtude disso, sabendo que a obesidade é hoje uma
doenca que atinge muitas pessoas e sendo ela um dos fatores de risco apontados
para o desenvolvimento da STC, se faz necessario um estudo, esclarecendo se a
natacdo é ou ndo uma forma adequada de tratamento conservador na compressao
do nervo mediano em animais obesos, visando possiveis extrapolacfes para o

humano.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia do exercicio de natacdo na regeneracao nervosa periférica

de ratos controles e obesos, submetidos a lesdo compressiva do nervo mediano.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Avaliar a funcionalidade do membro anterior direito por meio da forca de
preensao de ratos controles e obesos antes, durante e apos o tratamento com
natacao.

e Analisar a morfologia o nervo mediano de ratos controles e obesos.

e Analisar a expressao e modulacao das proteinas GAP-43 (proteina associada
ao crescimento) e BDNF (fator neutréfico derivado do cérebro) no nervo

mediano de ratos controles e obesos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

O sistema nervoso periférico (SNP) dos humanos é formado pelo conjunto de
todo o tecido nervoso localizado fora do sistema nervoso central (SNC), incluindo os
receptores sensoriais, 0s nervos e ganglios associados, como também os plexos
nervosos (VAN DE GRAAFF, 2001).

Os nervos sdo responsaveis por conduzir informacfes da periferia para o
sistema nervoso central e deste para os 6rgaos efetores, sendo que qualquer leséo
no seu trajeto ocasiona déficits sensoriais e motores permanentes ou transitorios
(JOHNSON, ZOUBOS; SOUCACOS, 2005).

Os componentes neurais do nervo do SNP séo as fibras nervosas, em geral,
um axénio com a bainha de mielina. O axdnio € um prolongamento longo e delgado
do corpo celular, o qual possui uma estrutura arborecente em sua regido distal a
terminacdo axonal. E por meio dela que os axdnios realizam contatos sinapticos com
0s orgaos alvo. Nos nervos, existem axénios mielinizados e ndo mielinizados. Nos
primeiros, as células de Schwann se organizam ao redor do axénio formando a
bainha de mielina, que é interrompida em intervalos regulares (internodos),
conhecidos como nodos de Ranvier. A funcdo normal dessas fibras depende da
integridade da bainha de mielina, a qual isola e protege o axénio, além de aumentar
a velocidade de conducdo dos impulsos nervosos. Os ax6nios amielinicos, embora
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ndo possuam bainha de mielina e nodos de Ranvier, também estdo em contato
intimo com as células de Schwann (FREDERICKS, 1996; DRAKE; VOGL;
MITCHELL, 2004).

Um nervo consiste em numerosas fibras agrupadas em fasciculos por bainhas
de tecido conjuntivo. As estruturas de tecido conjuntivo dos nervos formam trés
camadas distintas: endoneuro, perineuro e epineuro, do interior para o exterior,
respectivamente. Essas estruturas organizam e protegem as fibras nervosas, o
endoneuro, camada mais interna, é composta de feixes de fibras colagenas
dispostas longitudinalmente (KAPLAN et al.,, 2009). Contém ainda mastocitos,
macrofagos residentes, alguns fibroblastos e vasos sanguineos (ZOCHODNE,
2008). O perineuro, camada intermediaria, € a bainha de tecido conjuntivo que
envolve as fibras nervosas, sendo constituido por camadas celulares dispostas
concentricamente (KAPLAN et al., 2009). O epineuro é a camada mais externa de
tecido conjuntivo a qual envolve os fasciculos nervosos, que unidos formam o nervo.
Esta camada inclui um plexo de vasos sanguineos e linfaticos, alguns macréfagos
residentes, fibroblastos e mastécitos, e sua espessura € bastante variavel podendo
incluir tecido adiposo (figural) (GEUNA et al., 2009).

Fasciculos de endoneuro

TRONCO NERVOSO

FIBRAS NERVOSAS DESMIELINIZADAS

Célula de Schwann
Vasos sanguineos

: ni
Perineuro Axénios

Ndcleo da célula de Schwann

Bainha de mielina

FIBRA NERVOSA MIELINIZADA

Axénios

Figura 1. Estruturas dos nervos periféricos (Fonte: Chalk, 2008).
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3.1.1. Nervo mediano

O nervo mediano em humanos origina-se das raizes de C5 a T1 e é formado
pela fusdo dos fasciculos lateral e medial do plexo braquial. A raiz lateral do nervo
mediano, derivado dos ramos ventrais do quinto ao sétimo nervos cervicais (C5, C6
e C7), inerva a maioria dos musculos da regido anterior do antebraco e os muasculos
curtos do polegar, assim como a pele do lado lateral da méo. A raiz medial do nervo
mediano, originada dos ramos ventrais do oitavo nervo cervical e primeiro toracico
(C8 e T1), inerva os musculos da regido anterior do antebraco, curtos do polegar,
eminéncia ténar, assim como a pele do lado medial da méao (NETTER, 2008).

No rato, o nervo mediano € formado pela fusdo de trés ramos vindos dos
fasciculos lateral, posterior e medial do plexo braquial. Os ramos do fasciculo
posterior e medial, entretanto, sdo mais desenvolvidos que o ramo do fasciculo
lateral (C5 e C6). No membro anterior, 0 nervo mediano ndo se ramifica, mas perto
da articulacdo do cotovelo ele desprende-se de um ramo ao redor do musculo
pronador que recebe um ramo anastomotico do nervo musculocutaneo. Alguns
milimetros distalmente, um largo ramo parte do nervo mediano, o equivalente ao
nervo interésseo anterior em humanos. Esse nervo inerva os musculos flexor radial
do carpo (FRC) e o flexor dos dedos. O nervo mediano continua distalmente entre o
FRC e o flexor dos dedos. No terco distal do antebraco, ele da origem a um ramo
recorrente a metade medial do flexor profundo dos dedos. E entdo € dividido em
ramo lateral e medial. O ramo lateral inerva os musculos tenares e lumbricais antes
de terminar como nervo colateral no segundo e no terceiro dedo (BERTELLI; MIRA,
1995).

3.2. LESAO NERVOSA PERIFERICA

Os nervos periféricos frequentemente sofrem lesdes traumaticas, como

esmagamento, compressao ou estiramento, resultando na interrupcdo da
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transmissao correta de impulsos nervosos e diminuicdo ou perda da sensibilidade e
motricidade no territério inervado (MONTE RASO et al., 2005).

A maior incidéncia de lesdo ocorre no nervo mediano (32,3%), seguido do
ulnar (24,1%), radial (12,1%), isquiatico (10,7%), fibular comum (7,7%) e raramente
0s nervos tibial e o femoral (DANEYEMEZ, SOLMAZ; 1ZCI, 2005). Em contrapartida
Robinson e Lawrence (2000) apresentam como mais susceptivel a lesdo no membro
superior o nervo radial e no membro inferior o nervo isquiatico.

Existem duas classificagcbes principais de lesbes que podem acometer o
sistema nervoso periférico. Seddon (1943) estabeleceu trés diferentes graus para as
lesGes nervosas: neuropraxia, axonotmese e neurotmese, sendo:

I) Neuropraxia — a forma mais branda de uma leséo nervosa, na qual existe
um bloqueio transitério na conducdo dos estimulos nervosos, com leve
acometimento local de mielina. Nessa lesdo, o axénio nédo perde sua continuidade,
portanto ocorre uma recuperacao rapida e completa em poucas semanas.

[I) Axonotmese — uma lesdo mais grave, na qual os danos sdo suficientes
para promover uma ruptura da continuidade axonal, provocando uma degeneracao
walleriana. O prognéstico de recuperacédo funcional é bom, desde que seja mantida
a continuidade do tecido conjuntivo de suporte e a integridade das células de
Schawnn e da lamina basal.

[I) Neurotmese — tipo mais grave de lesdo nervosa periférica, nela ha uma
completa ruptura do nervo periférico, o axénio, tubos endoneurais e as células de
Schawnn sdo completamente rompidos, o perineuro e epineuro sofrem ruptura em
graus variaveis. O prognostico de recuperacdo ndo € favoravel, sendo necessaria
reconstituicdo cirargica dos segmentos proximal e distal do nervo.

Outra classificacdo, estabelecida por Suderland (1978) caracteriza a leséao
nervosa periférica em cinco graus.

Grau | ocorre lesdo da bainha de mielina, com bloqueio temporéario da
conducédo nervosa, mantendo a integridade da estrutura nervosa;

Grau Il com lesdo axonal parcial, degeneracdo walleriana, porém com
integridade da membrana basal;

Grau lll com lesdo axonal parcial e fragmentacéo da lamina basal;

Grau IV com lesdo de endoneuro, perineuro e lamina basal;

Grau V com lesédo axonal completa do tronco nervoso.
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3.3. PROCESSO DE DEGENERACAO E REGENERACAO NERVOSA

Ap6s uma lesdo nervosa periférica (LNP), uma sequencia de eventos
patolégicos ocorrem simultaneamente, como alteracdes bioquimicas, celulares,
estruturais e moleculares, objetivando recuperar a funcdo do nervo danificado.
Essas alteracGes ocorrem principalmente no soma celular, no local da leséo e distal
a ela (BURNETT,; ZAGER, 2004; KARTJE; SCHWAB, 2006).

Quando ha lesdo de um segmento focal do nervo sem que ocorra a formacgao
de um coto proximal e distal, geralmente ocorre a desmielinizagdo segmentar com
leséo local da mielina e destruicdo de um ou mais nédulos de Ranvier, resultando
em uma diminuicdo da velocidade da conducédo nervosa por prejuizo da funcao
isolante e podendo acarretar alteracbes da funcdo nervosa por conducéo
assincronica, como alteracdes sensoriais, paresias e interferéncia na velocidade das
respostas reflexas. Uma vez perdida a mielina, ocorre divisdo das células de
Schwann e inicia-se a remielinizacdo, sendo a conducéo restabelecida em poucas
semanas (SILVA; CAMARGO, 2010).

Quando um nervo € esmagado ou seccionado, nota-se um coto proximal, em
continuidade ao centro trofico, e um coto distal separado do corpo celular
(JOHNSON; ZOUBOS; SOUCADOS, 2005). As alteracdes que ocorrem no soma
neuronal sdo chamadas de cromatdlise, caracterizada pelo aumento de proteinas
citoplasmaticas, ingurgitamento celular, deslocamento do nucleo para periferia e
dispersdo dos corpusculos de Nissl. Também ocorre o incremento do metabolismo
celular, o qual objetiva aumentar a expressao de genes relacionados a sintese de
proteinas como a actina e tubulina e também a regeneracéo do citoesqueleto axonal
(figura 2) (SILVA; CAMARGO, 2010; SIQUEIRA, 2007).

Na regido proximal a lesdo os axénios degeneram de maneira retrégrada até
o0 nédulo de Ranvier mais préximo, que, em situacdes extremas, acarreta a morte da
célula por apoptose, com diferentes mecanismos relacionados as respostas
induzidas por fatores neurotréficos (figura 2) (SILVA; CAMARGO, 2010; SIQUEIRA,
2007).

Na regido distal do axdénio seccionado as células de Schwann sofrem

regresséo na sua diferenciacéo e a bainha de mielina degenera, processo conhecido
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como degeneracdo Walleriana. A parte distal do ax6nio e a bainha de mielina
degenerada séo fagocitadas pelos macrofagos, proporcionando a remocdo e
reciclagem axonal do material mielinico-derivado e preparando o ambiente através
do qual os axdnios em regeneracao irdo crescer (figura 2) (CARVALHO; COLLARES
BUZATO, 2005; PURVES et al., 2010; SILVA; CAMARGO, 2010).

Os neurdnios axotomizados passam de um estado de transmissao para um
estado de regeneragdo ou crescimento, aumentado a expressédo de varios grupos de
proteinas. Dentre as proteinas destacam-se as Proteinas Associadas ao
Crescimento (GAPs) como a GAP-43, e as proteinas do citoesqueleto, actina e
tubulina (DONNERER, 2003). A GAP-43 € uma proteina integral de membrana, a
qual é expressa no periodo de crescimento embrionario ou em fase de
desenvolvimento e/ou regeneracdo neuronal, ap0s uma lesdo por transeccao
nervosa. E notada grande quantidade dessa proteina e em associacdo com as
membranas plasmaticas de axoénios, principalmente concentrada nos cones de
crescimento, considerando-a um marcador especifico de axdnios em crescimento
(BERGADO-ROSADO; ALMAGUER-MELIAN, 2000; DAHLIN 2004).

As células de Schwann que sofreram regressao proliferam, e no maximo em
trés dias alinham-se, formando uma coluna de células de Schwann, conhecida
também como Bandas de Bungner por onde os ax0nios em regeneragcao irdo
crescer até ao alvo (SIQUEIRA, 2007). Esse crescimento € orientado pelo aumento
da producéo de fatores neurotroficos e citocinas, dos neurénios que sofreram lesao
e suas células vizinhas com destaque para as células de Schwann e as células do
sistema imunitario (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os axdnios do coto proximal passam a produzir uma grande quantidade de
brotos colaterais e terminais, 0s quais possuem em sua regido terminal cones de
crescimento, que sdo ricos em mitocondrias e componentes citoesqueléticos,
propagando-se em dire¢cdo aos oOrgaos alvos. Quando os cones de crescimento
estabelecem adequadas conexdes com o0s Orgdos alvos, é formada uma nova
bainha de mielina pelas células de Schwann, mais fina e apresentando mais nodos
de Ranvier que a bainha original (figura 2) (SILVA; CAMARGO, 2010; SIQUEIRA,
2007).

Para que ocorra o crescimento do cone é indispensavel a presenca dos

fatores neurotroficos (SIQUEIRA, 2007), também chamados de fatores de
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crescimento, importantes no controle da sobrevivéncia, migracdo, proliferacdo e
diferenciacao de vérios tipos de células engajadas no reparo de nervos (SEBBEN;
LICHTENFELS; DA SILVA, 2011).

Sistema nervoso periférico
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Figura 2. Esquema da resposta a lesdo nos ax6nios do SNP (Fonte: Purves et al., 2005).

3.3.1 Fatores neurotroéficos

Os nervos periféricos degenerados, assim como as células de Schwann, séao
uma importante fonte de fatores neurotroficos, polileptideos que auxiliam na
regeneracdo. Essas proteinas sdo basicamente um conjunto de trés familias de
moléculas e seus receptores (SEBBEN et al., 2011; SEBBEN; LICHTENFELS; DA
SILVA, 2011). Os fatores neurotroficos sédo importantes no desenvolvimento
embriogénico de neurdnios sensoriais e simpaticos, mas também desempenham
importantes fun¢des no sistema nervoso adulto, sendo comprovada sua atuacédo na

regeneracdo de neurénios maduros apos a lesdo (FOX, 2008).
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As neurotrofinas sdo uma familia de proteinas que promovem a diferenciacao
e sobrevivéncia de neurdnios e também participam na modulacdo da transmissao e
plasticidade sinaptica. Pertencem a familia das neurotrofinas o NGF, BDNF e a
neurotrofina 3 (NT-3), NT-4/5 e NT-6 (FORTUNATO et al., 2009; LEBMANN;
BRIGADSKI, 2009).

A neurotrofina mais pesquisada € o NGF, a qual tem como receptor de alta
afinidade, tirosina-quinase A (TrKA) de peso molecular 13 Kda (KUMAR; MAHAL,
2012). Tem acao na proliferagéo e diferenciagdo de neurénios, sendo caracterizada
como uma molécula que desempenha um papel fundamental na regeneracdo de
nervos periféricos. Em nervos danificados ocorre aumento da expressdo de NGF,
sendo este aumento relacionado a presenca de interleucinas, principalmente a IL-1,
liberada por macrofagos atraidos para o local da lesdo. Os neurbnios motores néo
possuem receptores TrKA, porém o NFG é capaz de promover regeneracdo nesse
tipo de neurénio, devido ha uma elevacéo nos niveis de expressao de receptor p75
de baixa afinidade para NGF apos axotomia (SEBBEN et al., 2011).

O BDNF como as demais neurotrofinas liga-se a dois receptores de
membrana, sendo um de baixa afinidade p75 e outro de alta afinidade o receptor
tirosina-quinase B (TrKB). Os neurdnios motores expressam receptores TrKB,
tornando o BDNF uma das principais proteinas capazes de fornecer suporte a
sobrevivéncia desses neurdnios (SEBBEN et al., 2011). E um polipeptideo de
14Kda, com importante funcdo no sistema nervoso (McCARTHY; BROWN; BHIDE ,
2012). Tem papel de promover e regular a neurogénese, 0 crescimento e a
maturacdo neural durante o desenvolvimento do SNC. Na vida adulta, o BDNF é
essencial para a plasticidade sinaptica, manutencéo, estabilizacdo e sobrevivéncia
neuronal (HASHIMOTO, 2010).

3.4. NEUROPATIAS COMPRESSIVAS NO MEMBRO SUPERIOR

Segundo Pardini Jr., Freitas e Tavares (2009) os nervos periféricos dos
membros superiores podem sofrer compressées em qualquer ponto de seu trajeto,

desde a coluna cervical até a extremidade dos nervos.
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As principais sindromes compressivas que afetam o membro superior s&o:
compressédo do nervo toracico longo; sindrome do desfiladeiro toracico; sindrome do
tinel radial; compresséo extrinseca do nervo ulnar no cotovelo- sindrome do tunel
cubital; sindrome do pronador; sindrome do nervo interréseo anterior e posterior;
sindrome do tunel do carpo e sindrome do canal de Guyon (Sindrome do tdnel ulnar)
(SILVA, GAZZALLE; TEIXEIRA, 2009).

A STC é a neuropatia compressiva mais comum do membro superior do
corpo, resultado de uma compressédo do nervo mediano ao atravessar uma regiao
anatdmica entre o punho e a palma da mao, conhecida como tunel do carpo. Os
sintomas referidos pelos pacientes como dorméncia, dor e formigamento variam de
moderado a grave (AROORI; SPENCE, 2008; GURCAY et al., 2012). Nao existe um
consenso sobre os fatores de risco para STC, os mais predominantes sao: atividade
motora repetitiva, sexo feminino, idade acima de 30 anos (CONOLLY; McKESSAR,
2009), diabetes melittus, artrite reumatoide, acromegalia, hipotireoidismo, gravidez,
tenossinovite (PALMER, 2011), trauma, alcolismo, obesidade e amiloidose (SILVA,
GAZZALLE; TEIXEIRA, 2009).

Em alguns estudos a obesidade é citada como fator de risco para STC,
porém, os mecanismos dessa possivel relacdo ainda ndo estdo estabelecidos. A
maioria dos estudos compara IMC em pacientes diagnosticados com STC e
pacientes controle assintomaticos. Um estudo realizado por Kouyoumdijian et al.
(2000), concluiu que a STC apresenta correlacdo significante com aumento do IMC
guando comparado ao grupo controle. Da mesma forma, o maior IMC apresenta-se
como fator de risco independente para STC em pacientes com idade inferior a 63
anos em estudo feito por Bland (2005).

Zyluk, Dabal e Szlosser (2011) estudaram a associacdo dos fatores
antropomeétricos e predisposicdo a STC. Eles avaliaram através de medidas
antropométricas de peso e altura bem como circunferéncia anatdmica de punho,
comprimento e volume da méao, em um total de 210 pacientes, dos quais 105
apresentavam STC idiopatica. Eles concluiram que os individuos acima do peso e
com a espessura média maior na circunferéncia das maos e punhos, se
apresentaram com maior predisposicéo a desenvolver STC.

Kurt et al. (2008), estudou a velocidade na conducdo nervosa de pacientes

obesos e ap0s perda de peso dos mesmo, ndo encontrando resultados significativos
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entre ambas. Acreditam que a associacdo entre a STC e obesidade ndo esta
relacionada apenas ao excesso de peso, pois se fosse, seus pacientes teriam uma

melhora na velocidade de conducédo nervosa ap0s perderem peso.

3.5. INTERVENCAO FISIOTERAPEUTICA APOS LESAO NERVOSA PERIFERICA

A recuperacgdo expontanea de um nervo periférico apés uma lesdo costuma
ter bons resultados, embora nem sempre seja realizada de forma completa. O uso
de uma conduta correta para a recuperacao destas lesbes, na maioria das vezes
restabelece a funcédo perdida. Nesse tipo de leséo, a fisioterapia trabalha com o
intuito de eliminar ou minimizar as complicacdes secundarias, tendo varios objetivos,
dentre os quais, manter a amplitude de movimento, prevenir retracbes de tecidos
moles e a instalacéo de deformidades (SILVA; CAMARGO, 2010).

Diversas modalidades terapéuticas sdo utilizadas apdés uma lesdo nervosa
periférica para que se tenha uma correta regeneracao e recuperacao da funcao na
regido afetada, como os alongamentos; treino de habilidades funcionais; técnicas de
facilitacdo neuromuscular proprioceptiva; técnicas de liberacdo miofascial; laser e
ultra-som terapéutico (SILVA; CAMARGO, 2010); estimulacdo elétrica de baixa
frequéncia (OLIVEIRA et al., 2008) e o exercicio fisico (SOBRAL et al., 2008).

A cinesioterapia tem lugar de destaque como método fisioterapéutico para
reabilitacdo apds lesdo nervosa periférica. Estudos realizados em animais
demonstram a eficacia do exercicio fisico na regeneracdo nervosa periférica (ILHA
et al., 2008; TEODORI et al., 2011). O exercicio favorece a recuperacdo das
propriedades contrateis e metabdlicas do musculo apdés desnervacdo (TANAKA,
TSUBAKI; TACHINO, 2005), ajuda a remover a mielina degenerada e sua posterior
sintese (SARIKCIOGLU; OGUZ, 2001), favorece a recuperacdo do diametro axonal
(OLIVEIRA et al., 2008) e o brotamento axonal, promovendo a regeneracdo de
nervos lesados e a recuperacao funcional (SEO et al., 2006) e também aumenta a
expressao de fatores de crescimento neurais, como o BDNF e o NGF, estimulando o

crescimento e desenvolvimento de novas células (DISHMAN et al., 2006).
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Porém, existem na literatura, divergéncias em relacdo ao tipo de exercicio
mais eficaz, qual a melhor fase para iniciar o exercicio (fase imediata ou fase tardia)
e qual o tempo de duracdo ideal do exercicio (DISHMAN et al., 2006; SOBRAL et al.,
2008).

llha et al. (2008), comprimiram o nervo isquiatico de ratos machos adultos e
apos duas semanas da lesdo os animais foram submetidos a um protocolo de
treinamento aerdbico e de resisténcia muscular em esteira, bem como a combinacéo
entre eles. As caracteristicas morfologicas e funcionais do nervo foram analisadas
apos cinco semanas de treinamento. Observaram ganho funcional e aceleracdo na
regeneracdo nervosa nos animais submetidos ao exercicio aerébio quando
comparado aos submetidos ao treino de for¢ca ou a combinacao dos dois tipos.

Sobral et al. (2008), ap0s lesdo por esmagamento do nervo isquiatico,
submeteram os ratos a exercicio em esteira que foi iniciado 24 horas e 14 dias apos
a lesdo. Depois de 30 dias, observaram que o protocolo de exercicio aplicado, tanto
na fase imediata como tardia, nédo influenciou no brotamento axonal, o grau de
maturacao das fibras regeneradas, nem a funcionalidade dos musculos reinervados,
sugerindo que os beneficios do exercicio fisico para o0 masculo poderiam sustentar
sua aplicabilidade, especialmente no sentido de retardar a atrofia, o que poderia
refletir diretamente em recuperacdo funcional mais efetiva ap0s a regeneracao
nervosa.

Teodori et al. (2011), avaliaram as alteracdes morfolégicas e caracteristicas
funcionais de animais que tiveram o nervo isquiatico comprimido e foram expostos a
natacdo com diferentes tempos de inicio apos a lesdo. Concluiram que o exercicio
de natacdo indiferente do periodo iniciado, fase imediata ou tardia, acelerou a
regeneracao nervosa, sugerindo que o exercicio pode ser iniciado imediatamente
apos a lesao.

Poucos estudos sobre os efeitos de exercicios fisicos s@o realizados em
humanos que possuem desordens neuromusculares (DAUTY; GENTY; RIBINIK,
2007, DEVILLARD, 2007), pois ocorrem deficiéncias metodoldgicas nos estudos
como, por exemplo, o reduzido numero de pacientes, grande variedade de
patologias entre os pacientes em estudo ou a combinacéo de treinamento de forca
com outras intervencdes terapéuticas (HAMA; BORSOOK, 2005).
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3.6. OBESIDADE

A definicdo simplificada de obesidade pode ser descrita como o acumulo
excessivo de gordura corporal, gerada pelo balan¢o energético positivo, acarretando
prejuizos a saude dos individuos, com perda significativa de qualidade de vida
(ESKINAZI et al., 2011). A obesidade € caracterizada quando o excesso de tecido
adiposo é maior que 20% do peso corporal no homem e 30% na mulher (McARDLE;
KATCH; KATCH, 2011).

E considerada uma doenca cronica, inter-relacionada direta ou indiretamente
a outras situacdes patologicas contribuintes da morbimortalidade, como doencas
cardiovasculares, osteomusculares e neoplasicas (ESKINAZI et al., 2011). Sua
patogénese ndo é totalmente esclarecida, porém alguns fatores séo indicados como
possiveis responsaveis pelo quadro clinico, como genes suscetiveis, sexo, estilo de
vida, idade, metabolismo do tecido adiposo e do musculo esquelético, atividade
nervosa simpatica, metabolismo de repouso, oxidacdo lipidica, concentracdes
hormonais de leptina, insulina, esterdides sexuais e cortisol (DESPRES, 2012;
FLEGAL et al., 2013; WHO, 2012).

A prevaléncia de pessoas com sobrepeso e obesidade tanto nos paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento atingiu proporcées epidémicas. Estima-
se gue mais de 60% dos americanos estdo acima do peso e aproximadamente
metade deles esta com IMC correspondente a obesidade (LANDEIRO;
QUARANTINI, 2011). No Brasil, a andlise da tendéncia secular indica que a
obesidade entre adultos estd em expansao e atingiu em 2008 a 2009, pelo menos
10% da populacdo em todas as regides do pais (IBGE, 2010). A obesidade é hoje a
terceira doenca nutricional do Brasil, apenas superada pela anemia e desnutricao.
Em média 32% dos adultos brasileiros apresentam algum grau de excesso de peso
(ESKINAZ| et al., 2011).

A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009, realizada em
parceria do IBGE e do Ministério da Saude, analisando dados de 188 mil pessoas
brasileiras em todas as idades, mostrou que a obesidade e 0 excesso de peso tém
aumentado rapidamente nos ultimos anos, em todas as faixas etarias. Neste

levantamento, 50% dos homens e 48% das mulheres se encontram com sobrepeso,
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sendo que 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres apresentam obesidade (IBGE,
2010). Por tudo isso, a obesidade é considerada atualmente uma epidemia global e
um grande problema de saude publica.

O Brasil vem buscando alternativas de combate a obesidade, através da
elaboracdo de iniciativas que visem a prevencdo e o tratamento. As politicas
publicas jA propostas para combater a obesidade incluem a publicagcdo de
informacgdes nutricionais em roétulos de alimentos e proibicdo de determinados
alimentos nos lanches vendidos nas escolas (ESKINAZI et al., 2011). Um dos
impasses pelos quais as politicas publicas demoram a se desenvolver é a
resisténcia dos setores corporativistas e comerciais. Mesmo identificados o0s
maleficios dos produtos ofertados, se as medidas recomendadas significarem dano
ou reducado de lucro a industria e as empresas, se estabelece um conflito entre o
capital e o Estado (SANTOS; SCHERER, 2012).

Inicialmente a obesidade era uma questdo de competéncia médica,
posteriormente assumida também pela psicologia e nutricdo. Em virtude de ser uma
doenca multicausal (SANTOS; SCHERER, 2012), deve ser abordada de forma
interdisciplinar, incluindo outros profissionais que possam contribuir com sua
prevencdo e tratamento, como o educador fisico, o fisioterapeuta, terapeuta
ocupacional, entre outros. Por ser uma doenca cronica com possibilidade de
recidiva, querer acompanhamento de uma equipe de profissionais, pois s&o
necessarias alteracdes no estilo de vida, que apenas poderédo tornar-se duradouras
se acompanhadas de mudancas no pensar, sentir e agir do paciente obeso
(MATTOS, 2007).

Pesquisas demonstram que a combinacdo de exercicios e alimentacdo
apropriada € ainda a melhor forma de combate a obesidade. A promocéo da saude
se faz através da educacdo, da adocdo de estilos de vida saudaveis, do
desenvolvimento de aptidées e capacidades individuais e da producdo de um
ambiente saudavel (ESKINAZI et al., 2011).

3.6.1 Modelos Experimentais de Obesidade
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De acordo com Monteiro (2009) muitos modelos experimentais tem sido
usados para estudos a fim de descobrir os mecanismos envolvidos em certas
patologias, destes estudos, nos artigos pesquisados em sua revisédo, 78,3% era com
a utilizacao de ratos como amostra. Pesquisas com humanos tém limitacdes éticas e
financeiras envolvidas. A experimentagdo animal nos permite controlar rigidamente o
ambiente e a dieta consumida, sendo possivel manté-los livres de germes e
patdgenos (PEREIRA; FRANCISHI; LANCHA 2003).

A obesidade tem atraido a atencdo de pesquisadores em diversos paises,
inclusive no Brasil. Para tanto, diferentes modelos experimentais de obesidade
foram criados para melhor entender esta patologia (KANASAKI; KOYA, 2011), como
0 Zuker, obesos (ob/ob) e diabético (db/db) sdo exemplos de animais que séo
obesos por fatores genéticos (KANASAKI; KOYA, 2011). O modelo de programacéao
metabolica ocorre através da reducdo de ninhada, que consiste em reduzir o nimero
de filhotes para trés durante o periodo de lactagcdo. Normalmente ratos e
camundongos geram aproximadamente dez filhotes por ninhada, entdo reduzindo
esse numero, a disponibilidade de alimento provido pela méde é maior, ocorrendo
uma programacao hipotalamica o que torna o animal hiperfagico e obeso na vida
adulta (RODRIGUES et al., 2007). Existem também os modelos de obesidade
induzida com dietas especificas, que podem ser de alta palatabilidade, como € o
caso das dietas de cafeteria ou de alto ter calérico, como a dieta hiperlipidica
(KANASAKI; KOYA, 2011). Outro modelo é o tratamento neonatal com L-Glutamato
Monossodico (MSG), que causa uma lesdo no hipotdlamo, levando ao
desenvolvimento da obesidade na vida adulta (SCOMPARIN et al., 2009).

O MSG € um aminoacido neuroexcitatorio, lesivo ao sistema nervoso central
(FERREIRA et al., 2009; VOLTERA et al., 2008). Ele eleva as concentracdes de
célcio citosdlico e ativa a morte neural por apoptose, afetando principalmente
neurdnios do Nucleo Arqueado do Hipotalamo (ARQ) (ANDRADE et al., 2006).
Embora este nucleo seja central para o metabolismo energético, animais MSG
sofrem uma reorganizacdo neural que se reflete em uma nova estrutura metabdlica
gue pré dispde a obesidade na idade adulta (LAU; TYMIANSKI, 2010; LEITNER;
BARTNESS, 2008; MACHO et al., 2000).

A ativacdo do sistema nervoso simpatico aumenta a termogénese e a lipdlise,

aumentando o gasto energético e como consequéncia reduz a obesidade (COLLINS;
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SURWIT, 2001). Park et al. (2007), apresentam reducao da atividade simpética de
animais obesos induzidos por MSG, dado este que sugere como estes animais
desenvolvem obesidade. O efeito dessa substancia € uma menor produgéo do
hormoénio de crescimento (GH), o que causa uma reducdo do comprimento naso-
anal do animal; intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, acumulo intensificado
de gordura visceral (FERREIRA et al., 2009; VOLTERA et al., 2008), redugdo da
massa magra (PARK et al., 2007) entre outras alteracoes.

O modelo de obesidade induzida por MSG é considerada uma boa ferramenta
para o estudo da obesidade, principalmente, por apresentar resisténcia a insulina e
excesso do depdsito de gordura (FURUYA et al., 2010; GRASSIOLLI et al., 2007).
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RESUMO:

Objetivo: Verificar a funcionalidade através for¢a muscular de preensdo em animais com obesidade
induzida por MSG (glutamato monossodico) e animais controle, que sofreram compressao do nervo
mediano direito, tendo como tratamento a natacdo com carga. Métodos: Ratos Wistar neonatos
durante os primeiros cinco dias de vida receberam inje¢des subcutédneas de MSG. O grupo
controle recebeu solugdo salina hiperosmotica. Quarenta e oito ratos foram divididos em 6
grupos: Gl(controle); G2 (controle com lesdo); G3 (controle com lesdo + natagdo); G4
(obesos); G5 (obesos com leséo); G6 (obesos com lesdo + natagdo). Os animais dos grupos
G2, G3, G5 e G6 foram submetidos a compressdo do nervo mediano e os grupos G3 e G6
foram tratados, apds a lesdo, com exercicio de natacdo com carga durante 3 semanas. A
natacdo teve duracdo progressiva conforme as semanas, de 20, 30 e 40 minutos. A forca
muscular foi avaliada através de um medidor de forca de preensdo no pré operatério, no 3°, 7°,
14° e 21° dia pOs operatério. Os resultados foram expressos e analisados por estatistica
descritiva e inferencial. Resultados: Na primeira avaliagdo todos os grupos foram iguais entre
si, porém nas demais avaliagcdes, que ocorreram apOs a compressao nervosa, 0s grupos G1 e
G6 apresentaram forca de preensdo maior quando comparados aos outros grupos. Concluséo:
O exercicio de natacdo com sobrecarga ndo foi eficaz em promover melhora na forca
muscular de preensdo apos lesdo de compressdo do nervo mediano direito em ratos controle e

obesos-MSG.

Palavra chave: Forca muscular, Compressdo nervosa, Obesidade, Natacao.
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INTRODUCAO

LesGes dos nervos periféricos sdo comumente encontradas na pratica clinica de
fisioterapia, principalmente lesGes traumaticas, como esmagamento, compressdo ou
estiramento, resultando em um comprometimento funcional, ocasionado pela interrupgéo na
transmissdo correta do impulso nervoso.™? A interrupcdo do suprimento nervoso acarreta em
diminuicdo da atividade do musculo gerando atrofia muscular, e o principal efeito dessa
atrofia € a reducdo da area e do didmetro da fibra muscular e consequente reducdo em sua
forca." Axonios de nervos periféricos lesionados tem a capacidade de se regenerar, porém,
esse processo é lento e a recuperacdo funcional geralmente ndo é completa.® Estudos
envolvendo disfungdes nos nervos periféricos e obesidade sdo apresentados na literatura,**
entretanto, a abordagem do tratamento conservador para lesdo nervosa periférica em obesos
ainda é escassa.

A fisioterapia busca reparar as consequéncias da lesdo nervosa periférica, devolvendo
a funcionalidade ao individuo. O tratamento pode ser realizado por diversas condutas
terapéuticas como a cinesioterapia passiva e ativa, eletroterapia, treino de habilidades
funcionais, técnicas especificas de facilitacdo neuromuscular proprioceptiva e o exercicio
fisico terapéutico.

Estudos realizados em animais, demonstram a eficacia do exercicio fisico na
regeneracdo nervosa periférica.>’ O exercicio favorece a recuperacdo das propriedades
contréteis e metab6licas do musculo ap6s desnervacéo,® ajuda a remover a mielina degenerada

IlO

e sua posterior sintese,? favorece a recuperacdo do didmetro axonal'® e o brotamento axonal,

1! e também aumenta a

promovendo a regeneracdo de nervos lesados e a recuperacdo funciona
expressdo de fatores de crescimento neurais, como o BDNF e o NGF, estimulando o

crescimento e desenvolvimento de novas células.'? Os efeitos fisiologicos do exercicio fisico
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realizado em ambiente aquéatico proporcionam beneficios aos sistemas cardiovascular,
esquelético, muscular e nervoso, incrementando o processo de reparo tecidual.™

Uma das formas de avaliar a funcionalidade do individuo é pela mensuracéo da forga
muscular, o que possibilita um diagnéstico funcional para avaliacdo de melhora ou piora no
decorrer no tratamento, e como medida preditiva ou progndstica.™*

Nesse contexto, 0 objetivo deste estudo, foi verificar a forga muscular de preensdo em
animais obesos-MSG e animais controle, que sofreram compressédo do nervo mediano direito

e foram submetidos & natagdo com carga.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao do estudo e amostra

Esta pesquisa é de carater experimental, aprovada pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal e Aulas Praticas — CEEAAP, da Universidade Estadual do Oeste do
Parana, sob protocolo nimero 01712.

Ratos Wistar neonatos durante os primeiros cinco dias de vida receberam injecdes
subcutaneas de glutamato monossodico (MSG) na concentracdo de 4g/kg de peso
corporal/dia, compondo o grupo obeso. O grupo controle recebeu solucdo salina
hiperosmética na concentracdo de 1,25 g/kg de peso corporal /dia.’> Os animais foram
mantidos em fotoperiodo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23 +2 °C, com agua e
racdo ad libitum.

Aos 68 dias de vida 48 ratos foram separados em 6 grupos experimentais:
G1(controle); G2 (controle com lesdo); G3 (controle com lesdo + natagdo); G4 (obesos); G5

(obesos com lesdo); G6 (obesos com lesdo + natacdo). Quando completado 73+4 dias de vida,
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0s animais dos grupos G2, G3, G5 e G6 foram submetidos a cirurgia de compressdo do nervo

mediano.

Compressao nervosa
A compressdo do nervo mediano direito foi baseada no modelo apresentado por Chen

et al'®

realizando amarria com fio Catgut 4.0 cromado em 4 pontos, com distancia aproximada
de 1 milimetro no nervo mediano, na regido proximal ao cotovelo. Para realizar o
procedimento cirdrgico de compressdo do nervo mediano, 0s animais foram previamente

anestesiados com solucéo de cloridrato de quetamina (50 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10

mg/Kg).

Natacao

Cinco dias antes do procedimento cirargico os animais foram adaptados e treinados a
nadar de forma gradual, onde nos trés primeiros dias nadaram 15 minutos com sobrecarga de
5% do peso corporal e nos dois dias seguintes nadaram 20 minutos com uma sobrecarga de
10% do seu peso corporal. A natacdo foi realizada em um tanque oval de plastico resistente,
com capacidade para 200 litros, com profundidade de 60 cm e agua mantida em temperatura
controlada a 32+1°C. O tratamento teve inicio no terceiro dia de pés-operatorio, com
exercicios uma vez ao dia, cinco vezes por semana, totalizando 15 dias de natacdo. Os
animais foram pesados todos os dias para controle de peso e ajuste das cargas para natacao.
Na primeira semana, 0s grupos G3 e G6 iniciaram com 20 minutos de exercicio, na segunda
semana 30 minutos e na terceira semana 40 minutos, em todos 0s momentos com carga de

10% do peso corporal. Os animais dos outros grupos foram colocados na dgua por 1 minuto.

Forca muscular
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Para a avaliacdo da for¢a muscular, foi utilizado um medidor de forca de preenséo,
descrito por Bertelli e Mira'’. Tal avaliacdo é um método (til para analisar a recuperacéo de
lesdo no nervo mediano, via fun¢do do musculo flexor dos dedos. Para realizar a avaliagdo, o
animal foi tracionado pela cauda com firmeza crescente, e foi permitido que agarrasse em
uma grade conectada a um transdutor de forca, até perder a preensdo. O membro anterior
esquerdo foi imobilizado temporariamente, por envolvimento com fita adesiva. Cinco dias
prévios a cirurgia os animais foram adaptados e treinados no equipamento. A primeira
avaliacdo foi realizada antes da compressdao no nervo mediano, para obtencdo de valores
basais, ou seja, no pré-operatorio, seguida por uma segunda avaliagdo no 3° pos-operatorio, e
as demais avaliagdes foram realizadas no final de cada semana de tratamento, sendo no 7°, 14°
e 21° dia, visando observar evolucdo da lesdo e da forma de tratamento empregado. Em cada

avaliacdo o teste foi repetido trés vezes e utilizado o valor médio das repeticoes.

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos e analisados por meio da estatistica descritiva e
inferencial. Para comparacdo dos grupos e momentos foi utilizado ANOVA unidirecional

com pos teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A forca de preensdo na primeira avaliagdo mostrou-se igual em todos 0s grupos
avaliados. Nas demais avaliacdes foi significativamente maior nos grupos G1 e G4, quando

comparados aos demais grupos, ndo havendo diferencas estatisticas entre estes (figural).

DISCUSSAO
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As lesdes nervosas periféricas sdo responsaveis por grande morbidade e perdas
funcionais, sendo necessérias intervenges terapéuticas'® para auxiliar no reparo morfolégico
e funcional do tecido. Assim, observa-se a importancia de experimentos controlados para
avaliacdo da eficacia de terapias. O modelo de compressdo nervosa utilizado neste estudo foi
apresentado por Bennett e Xie'® para compressio do nervo isquiatico e posteriormente
modificado para o nervo mediano por Chen et al*®, o qual causa além de hipernocicepcéo,
uma disfuncdo da atividade muscular. Essas alteracdes se iniciam a partir do 2° dia de pos-
operatorio (PO), atingindo seu maximo por volta do 10° ao 14° dia de PO, desaparecendo ap0s
0 2° més. Sendo assim, no presente estudo iniciou-se o tratamento com natacdo no 3° PO,
periodo em que as alteracdes decorrentes da compressdo nervosa ja haviam estabelecido.

Quando os nervos periféricos sofrem compressdes, que induzem a isquemia local,
ocorrem alteraces eletrofisiolégicas na conducio nervosa,® o que gera a fraqueza muscular.
2122 Os resultados encontrados mostram que na primeira avaliagdo, momento este que ainda
ndo havia sido realizada a compressdo nervosa, 0s animais apresentaram significativamente
mais forca quando comparadas as demais, portanto condizente com padrdes de normalidade

A reducdo na forca muscular pode estar relacionada a hipernocicep¢do gerada pela
compressao nervosa, produzindo uma inibicio muscular. % Silva et al** apontam que ap6s a
compressdo cirargica do nervo mediano instala-se um quadro algico que dura pelo menos até
0 8° PO, sem diminuicdo do mesmo.

Os resultados revelaram ainda, que ndo houve aumento da forca de preensdo nos
animais lesionados e tratados com natacdo em comparacdo aos animais lesionados e
sedentarios, sugerindo que a natacdo ndo foi eficiente para produzir aumento da forca
muscular apos lesdo por compressdo do nervo mediano. Um estudo, realizado por Possamai,

Siepko e André®, avaliou funcionalmente e histologicamente 40 ratos Wistar, divididos em
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quatro grupos de acordo com o dia em que o tratamento comecaria apos a lesdo do tipo
axonotmese, do nervo isquidtico direito. Os animais foram submetidos ao exercicio de nado
livre durante 30 minutos diarios. Os resultados mostram que ndo houve interferéncia do
exercicio fisico de 30 minutos diarios sobre a regeneracdo nervosa periférica, sendo
ineficiente na aceleragdo da recuperacdo funcional. Ainda, os grupos tratados ndo
apresentaram alteracGes histolégicas quando comparadas ao grupo sedentario. Os autores
concluiram que os 30 minutos diarios utilizados no protocolo de exercicios ndo foram
suficientes para interferir no processo de regeneracdo, sendo que a evolucdo funcional dos
animais tratados acompanhou o rendimento apresentado pelos animais considerados
sedentarios.

Ainda corroborando os presentes achados, Sobral et al®®, realizaram analise
histomorfométrica e funcional para avaliar a influéncia do exercicio fisico em esteira,
aplicado nas fases imediata e tardia da regeneracdo do nervo isquiatico de ratos, apds
axoniotmese. Os autores concluem que o protocolo de exercicio em esteira aplicado nas fases
imediata e tardia, ndo influenciou o brotamento axonal, o grau de maturacdo das fibras
regeneradas e nem a funcionalidade dos masculos reinervados.

O modelo de obesidade utilizado neste estudo foi a administracdo neonatal de MSG.
Animais expostos a esta substancia sofrem uma reorganizacédo neural que reflete em uma nova
estrutura metabélica, a qual predispde & obesidade na idade adulta,?” gerando também
alteracdes no animal pela aplicacio do MSG, como a reducdo da massa magra.’® Nos
resultados encontrados, ndo ocorreram diferencas em relacdo a forca de preensdo nos animais
controle e obesos-MSG, lesionados e tratados, ou ndo, com natacdo, fato este que pode estar
relacionado a nocicepcdo em decorréncia da leséo.

Em virtude da divergéncia na literatura quanto ao tempo ideal de exercicio e qual

melhor fase para inicia-lo, acredita-se que a natacdo tenha sido ineficaz no aumento da forca
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de preensdo em decorréncia de algum desses parametros, visto que iniciou-se 0s exercicios na
fase imediata apds a lesdo com duracdo progressiva durante as semanas. Ainda, pode ter sido
gerada sobrecarga excessiva nos animais que nadaram, em virtude da carga de 10% do peso
corporal durante o tratamento, fator apontado como causa importante do retardo da
regeneracdo nervosa.”® Salienta-se, como limitacdo do presente estudo, a auséncia de
associacdo com achados morfolégicos do nervo mediano e musculo flexor radial do carpo, o
que se sugere para estudos futuros.
O exercicio de natagdo com sobrecarga ndo € eficaz em promover melhora na forca

muscular de preensdo apos lesdo de compressao do nervo mediano direito em ratos controle e

obesos-MSG.
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Figura 3. Forca muscular dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6 na avaliacdo 1 (AV1),
avaliacdo 2 (AV2), avaliacdo 3 (AV3), avaliacdo 4 (AV4) e avaliacdo 5 (AV5). Letras
diferentes representam diferengas significativas (p < 0,05) entre os grupos.
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Abstract

This study aims to analyze and compare the effect of swimming on peripheral nerve
regeneration in control and obese rats. Forty-eight rats were submitted to subcutaneous
injections of monosodium glutamate (MSG) or a hyperosmotic saline solution. Six groups
were formed: G1 (control), G2 (control lesion), G3 (control lesion swimming), G4 (MSG),
G5 (MSG lesion) and G6 (MSG lesion swimming). Groups G2, G3, G5 and G6 were
submitted to median nerve compression surgery. Groups G3 and G6 were submitted to
swimming exercises with a charge of 10% of their body weight and of progressive duration
along 3 weeks. For functional analysis nociceptive evaluations were performed by withdrawal
threshold in all groups. On the 23rd postoperative day, before the euthanasia, 2 cm of the
median nerve were dissected, using the first centimeter for expression and modulation of the
GAP-43 and BDNF protein and the second centimeter for histological analysis. In the second
and third functional assessment the animals showed lower nociceptive thresholds. The obese
animals in groups G4 and G5 proved to have lower nociceptive thresholds when compared
with the control groups. The animals submitted to swimming showed histological differences
when compared to sedentary animals. The protein expression was greater in animals that were
submitted to nervous compression in comparison with those who did not go through
interventions. The swimming exercise was able to enable the axon regeneration process in
both control rats as in obese ones, without difference between these groups.

Key words: nerve regeneration; swimming; obesity.
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List of abbreviations

MSG - Monosodium glutamate
BDNF- Brain-derived neurotrophic factor

GAP-43 — Growth associated protein 43

Introduction

There are many causes and mechanisms that may cause peripheral nerve injury®. The
highest incidence of these lesions occurs at the median nerve (32.3 %), followed by the ulnar
(24.1 %), radial (12.1 %), sciatic (10.7 %), common fibular (7.7 %) and, rarely, the tibial and
femoral nerves’. Batista and Almeida® have indicated isolated lesion of the median nerve in
22% of the sample, median and ulnar nerves in 16.7%, and of the median, ulnar and radial

nerves in 7 %.

The most common entrapment neuropathy of the upper limbs is Carpal Tunnel
Syndrome*, which has obesity as a risk factor. However, the mechanisms of this relationship
are not understood yet>*", This relationship is worrying in light of the alarming data
concerning the growth of overweight and obesity, which is considered as a common

nutritional disorder and one of the most important public health problems in modern society®.

Many studies have demonstrated the benefits of physical exercise in peripheral nerve

regeneration'®***2, It helps to remove the degenerated myelin and its subsequent synthesis®?, it
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favors the recovery of the axon diameter'* and axon sprouting, promoting regeneration of
injured nerves and functional recovery®™ and it also increases the expression of neural growth
factors, such as the Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and the nerve growth factor

(NGF), stimulating the growth and development of new cells'®.

The vast majority of studies on nerve regeneration use experimental models studying
the hind limbs of rats. However, the majority of peripheral nerve lesions in humans affect the
upper extremities'”*¢. Studies on peripheral nervous injuries using obese animals, and also on

the conservative treatment of lesions, were not found in the literature.

Because of this, the objective of this work was to analyze and compare the effect of
swimming on peripheral nerve regeneration in control and obese rats through histological
analysis of the median nerve, expression and modulation at the median nerve of the protein
associated with growth (GAP-43) and BDNF, in addition to evaluating the nociception in the

right anterior paw before and after the injury.

Materials and Methods

Characterization of the study and sample

This study is a transversal experimental trial using test animals. Newborn male Wistar
Rats received subcutaneous injections of MSG (monosodium glutamate) (4g/kg of body

weight/day, obese group) or a hyperosmotic saline solution (1.25 g/kg body weight /day,
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control group), during the first 5 days of life *°. Forty-eight rats were divided into 6 groups of
8 animals: G1 (control), G2 (control with lesion), G3 (control with lesion + swimming), G4
(obese), G5 (obese with lesion) and G6 (obese with lesion + swimming). They were kept in a
light/dark photoperiod of 12 hours at an ambient temperature of 23+2 °C, with water and food
ad libitum. When they completed 73+4 days of age, the animals of groups G2, G3, G5 and G6

were submitted to median nerve compression surgery.

Nerve Compression

The compression of the right median nerve was based on the model presented by Chen
et al. % applying a Catgut 4.0 suture, chromed on 4 points, with an approximate distance of 1
millimeter on the median nerve in the region proximal to the elbow. To perform the surgical
procedure, the animals were previously anesthetized with as solution of ketamine

hydrochloride (50 mg/Kg) and xylazine hydrochloride (10 mg/Kg).

Swimming

Five days prior to surgery, the animals were trained to swim. In the first three days, 15
minutes with a charge of 5% of their body weight, and in the two following days 20 minutes
with a charge of 10% of their body weight. The swimming was performed in an oval tank of

resistant plastic with capacity for 200 liters, a depth of 60 cm and with the water maintained at
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a controlled temperature to 32+ 1°C. The treatment was started on the third postoperative
day, with exercises once a day, five times per week. The animals were weighed every day for
weight control and adjustment of the swimming charges. In the first week the G3 and G6
groups started with 20 minutes of exercise, in the second week 30 minutes and in the third

week 40 minutes, with a load of 10% of body weight during all exercises.

Assessment of nociceptive withdrawal threshold

The equipment used to perform the pain sensitivity test was the VVon Frey type Digital
Analgesimeter of the brand Insight®?!. The animals were restrained manually and the Von
Frey filament was applied to the region of nerve compression. Five days prior to surgery, the
animals were trained with the equipment. The first assessment was performed during the pre-
operative period, the second on the 3" postoperative day, and the other assessments were
carried out at the end of each week of treatment. At each evaluation, the test was repeated

three times and the average value of the repetitions were used.

Histological Analysis

Immediately below the compression site, 2 cm of the right median nerve was removed,
with the centimeter located more distally to the compression being used for the histology.

After removing the nerve, the animals were euthanized by decapitation with a guillotine. The
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1?2, The nerves

histological processing was based and adapted from the protocol in Scipio et a
were cut transversely with a thickness of 7 um in a Olympus CUT 4055 microtome. The
slides were deparaffinized in xylene, 2 times for 5 minutes each, and mounted with Entellan®
(Merck), with no staining. The analyses were carried out in an Olympus BX60 light

microscope and photomicrographed on the Olympus DP71 microscope.

Evaluation of protein expression

To analyze the BNDF and GAP-43 protein expression, a fragment of the median nerve
was homogenized in an anti-protease cocktail containing: SDS 2 %, 5mM of EDTA, 1mM of
sodium Fluoride, ImM of Orthovanadate, 1mM of Pyrophosphate, 1mM of PMSF and 2mM
of Aprotinin. Then, the homogenate was centrifuged at 11000 rpm for 30 minutes. After
protein quantification by Bradford, the samples were incubated at 100°C for 5 min in 30% of
the volume of 5X Laemmli Buffer (bromophenol blue 0.1 %, 1M of sodium phosphate,
glycerol 50 %, SDS 10 %). The proteins were then separated by electrophoresis in 12%
polyacrylamide biphasic gel (SDS-PAGE), and the samples were transferred to a
nitrocellulose membrane. The transfer was carried out for 60 min at 120V on ice, washed with
Transfer Buffer (25mM of Trisma base, 192 mM of glycine). After transfer, the membrane
was blocked with 5% of skimmed milk in a solution of TBS for 2h at room temperature. The
proteins related to the study were detected on the Nitrocellulose membrane by overnight
incubation at 4°C, with specific primary antibody dilution 1:500 (BDNF:sc-546; GAP-43:sc-
10786). Subsequently, the membrane was incubated with the polyclonal antibody anti-1gG

(dilution 1:10000, Zymed Laboratories, Inc., CA, USA). The development was performed by
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exposure with a luminol solution in a GE photodocumentation system model ImageQuant
LAS 4000®. The quantification was performed with the aid of the ImageJ® image analysis

software (National Institute of Mental Health, USA).

Statistical Analysis

The results were expressed and analyzed through descriptive and inferential statistics.
Mixed model ANOVA and One-Way ANOVA with a significance level of 5% were used to

compare groups and moments.

Results

Nociceptive threshold — Analgesimeter

There was significant variation in nociception of the medial region with F-statistics
(3.9, 133,7) = 37.8; p<0.0001. In the comparison of the assessments, AV1 was significantly
different than AV2, AV3, AV4 (p<0.0001) and AV5 (p= 0.001). AV2 had significant
variation when compared to AV4 and AV5 (p< 0.001), with no difference with AV3 (p= 1.0).

The values of AV3 showed significant variation with AV4 (p= 0.40) and AV5 (p< 0.0001).
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AV4 and AV5 were similar and showed no significant variation when compared to each other

(p=0.691) (figure 1-A).

The G1 group showed significant variation when compared to all groups, G2
(p=0.038), G3 (p=0.001), G4, G5 and G6 (p<0.0001). The G2 group showed no significant
difference from groups G3 and G4 (p= 1.0), but showed a significant difference from groups
G5 and G6 (p< 0.0001). Group G3 had significant variation when compared with groups G5
(p=10.017) and G6 (p=0.028), and no significant difference from group G4 (p= 1.0). The G4
group showed no significant variation when compared to groups G5 (p= 0.108) and G6 (p=

0.166). Group G5 showed no significant variation when compared to group G6 (p=1.0)

(figure 1-B).
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Histological Analysis

The histological analyses of the median nerve in the animals of groups G1 and G4
showed nerve fibers with different diameters distributed regularly on the nerve and
surrounded by Schwann cells, detected by the presence of the myelin sheath, which was

complete and of regular format. By individualizing each nerve fiber, the loose connective
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tissue of the endoneurium was found containing blood vessels. The perineurium was
organized in circular layers of dense connective tissue around the nerve, and the epineurium
presented the characteristic organization of dense connective non-modeled tissue with blood

vessels (figure 2 - A and B).

In groups G2 and G5 tissue disorganization of the median nerve could be observed,
with considerable decrease of the myelin sheath, which, in the majority of the nerves, could
not be visualized. The endoneurium occupied much of the area of the nerve, and in some the
formation of a mass of connective tissue could be observed. The perineurium maintained its
organization, in the same way as the epineurium (figure 2, C and D). Such morphological
characteristics were maintained in groups G3 and G6. However, discrete areas of recovery of

the nerve fiber by the formation of the myelin sheath could be observed (figure 2 - E and F).
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Protein Expression

The expression of the GAP 43 protein in G3 was significantly different when
compared to G1 and G4 (figure 3-A), but equal to G2, G5 and G6, showing that physical
exercise did not influence the increase in this protein. The protein expression of BDNF
reveals that groups G3 and G6 are different from groups G1 and G4 (figure 3-B), but equal to
the sedentary groups G2 and G5, which shows that the exercise was not effective to increase

its expression.
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Discussion

Peripheral nervous Injuries cause functional losses and major morbidity in the affected
individual, with therapeutic interventions®® being necessary for a better morphological and
functional recovery. Despite the high incidence of injury to the median nerve, few studies
have been developed in order to examine whether obese patients respond to treatment in the
same way as eutrophic individuals. The demand for new strategies to accelerate the nerve
regeneration and functional recovery process after peripheral nerve injury, reveals the
importance of controlled experiments for evaluating the efficacy of therapies, such as

swimming.
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Studies on the influence of swimming on peripheral nerve regeneration have been
carried out in order to clarify whether this therapy is effective as a treatment. A study
conducted by Sarikcioglu and Oguz®* confirmed the beneficial effect of swimming on
peripheral nerve lesions, revealing that there was no large amount of myelin debris already
after the fourth week of reinnervation, and that the remyelination of axons could be observed
after lesion of the sciatic nerve in rats submitted to physical exercise in water when compared
to rats that did not exercise. In contrast, Possamai, Siepko and André®®, showed that there was
no interference of the physical exercise of free swimming on peripheral nerve regeneration,
and that it was inefficient in the acceleration of functional recovery. Furthermore, the treated

groups showed no histological changes when compared to the sedentary group.

The functional analysis of this study was based on the evaluation of the nociception of

the anterior right limb, just below the surgical scar. Silva et al.*®

point out that after the
surgical compression of the median nerve a state of pain emerges that lasts at least until the 8"
postoperative day, without abating. This fact could justify the low nociceptive thresholds

presented in the initial evaluations after compression.

In relation to the groups, the obese animals were observed to have lower nociceptive
thresholds when compared to eutrophic animals. G4 had a lower nociceptive threshold than
the animals of G1, both without intervention. In addition, G5 and G6 presented lower
thresholds than the groups G2 and G3, without changes regarding the practice of exercise.
The relationship between obesity and pain has already being studied by various
researchers?’?, but this relationship has not yet been definitively understood. Some

hypotheses have already been presented in the literature, one of which is the proinflammatory
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state caused by obesity. This theory suggests that the excess fat leads to physiologic events
that result in pain®**. This can be why obese animals in this study present a lower

nociceptive threshold than the eutrophic animals.

The results of this study suggest that there are histological changes in nerve
regeneration of animals submitted to swimming when compared to sedentary animals, both

eutrophic and obese, without visually significant improvements in any specific group.

Physical exercise optimizes the natural physiology of nerve regeneration through
several mechanisms, such as a reduction in oxidative stress*!, modulation of neuronal
plasticity®?, and also by stimulating the expression of neurotrophic growth factors®. BDNF is
a protein known as a neurotrophin, and in adult life it is essential for synaptic plasticity and

for neuronal maintenance, stabilization and survival®,

In the present study, the expression of BDNF was more evident in animals of groups
G2, G3, G5 and G6, which had suffered injury of the median nerve. The animals of group G3
and G6, the swimmers, showed superior levels of the BDNF protein in relation to animals in

groups G2 and G5, but with no statistical differences between the groups.

There are reports of an increase in gene expression of neurotrophins, particularly of
BDNF, induced by physical exercise®>*®. Gomez-Pinilla et al. *" observed an increase in the
expression of BDNF in spinal and muscle levels when rats were submitted to voluntary
running for a period of 3 to 7 days. According to the authors, this is very important to
establish the concept that physical exercise promotes, through molecular changes, changes in

the neural plasticity and function of the neuromuscular system. In our study, exercise did not
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increase the expression of growth factors, which may indeed be related to the time or intensity

of exercise.

The GAP-43 protein is an integral part of the membrane. It's expressed in the period of
embryonic growth or in the neuronal development and/or regeneration phase after an injury
by nerve transection. Large amounts of this protein are observed and in association with the
plasma membranes of axons, concentrated mainly in growth cones. It's considered as a

specific marker of axons in growth®®.

The presented results indicate a greater expression of GAP-43 in group G3, animals
subjected to physical exercise, but not obese. Group G6, which was also subjected to physical
exercise, but made up of obese animals, showed no significant difference with the other
groups, indicating that this group remained in an intermediate position between the physical
exercise and sedentary groups. A study conducted by Hou et al. “°, sought to investigate the
neuroprotective mechanism of a therapy with movements on nerve regeneration and repair in
rats with cerebral ischemia-reperfusion. They concluded that the therapy with movements
increased the expression of neurotrophins-3 (NT-3) and also of GAP-43, which is probably
related to nerve regeneration and repair. The expression of GAP-43 in the present study seems

not to have been influenced by exercise.

One of the limitations of the present study that should be mentioned is the way that

obesity is induced by MSG, a neuroexcitatory amino acid that adversely affects the central

41.42 43.44

nervous system™ "<, and that despite its use in experiments " may be somewhat different
from obesity in humans. In addition, the present study examined only one form of physical

exercise, and its results may therefore not be extrapolated to other types and patterns of

69



exercises. Therefore, it is suggested that further studies should be conducted using other forms

of induced obesity, and also other exercise protocols.

Conclusion

The exercise of swimming as a conservative treatment of peripheral nerve lesions,
more specifically of the median nerve, was able to enable an axon regeneration process both
in control rats and in obese rats, without difference between these groups. In contrast exercise
was not effective to increase the expression of GAP-43 and BDNF proteins. Still, we note that

obese mice have lower nociceptive threshold control rats.
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List subtitles

Figure 1. (A) Nociceptive threshold in the assessments. (B) Nociceptive threshold
between groups. Different Letters represent significant differences (p < 0.05)
between the groups.

Figure 2. Photomicrographs of the median nerve of Wistar rats, transversal cut,
staining with osmium tetroxide, G1 and G4 (A and B), G2 (C), G5 (D), G3 (E) and
G6 (F). Epineurium (Ep), Perineurium (black arrow), endoneurium (En), myelin
sheath (yellow arrow) and axon (X).

Figure 3. Expression and modulation of the protein GAP-43 (A) and BDNF (B)
in the groups studied. Different Letters represent significant differences (p <
0.05).
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7. ANEXOS

7.1. Normas para publicacdo Revista Brasileira de Reumatologia

A Revista Brasileira de Reumatologia (RBR), 6rgao oficial da Sociedade Brasileira de
Reumatologia, foi fundada em 1957 e é publicada bimestralmente. A revista publica artigos
originais, artigos de revisdo, comunicag0es breves, relatos de casos e cartas aos editores. O
manuscrito deve ser submetido online através do site http://ees.elsevier.com/bjr.

Apresentac¢do do manuscrito

O manuscrito pode ser submetido em portugués ou inglés, em espaco duplo, com
margens de 2,5 cm. No texto ndo devem ser empregadas abreviaturas ndo convencionais,
girias (jarg6es) médicas ou redacgdo tipo telegréafica. A citacdo de medicamentos e produtos
farmacéuticos deve ser feita utilizando-se apenas a nomenclatura farmacologica, sem mencéo
do nome comercial.

Estrutura do manuscrito

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

Pagina do titulo

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

Author Agreement

E o documento no qual os autores declaram a originalidade do manuscrito, além de
aprovarem o artigo objeto da submissdo, a autoria e a ordem da lista de autores. Deve ser
assinado por todos os autores. A seguir é apresentado um modelo.
“Caro Editor, Os autores, abaixo assinados, declaram que este manuscrito ¢ original, ndo foi
publicado antes e ndo se encontra submetido para qualquer outra publicacdo. Gostariamos de
pedir a atencdo do Editor para a presente publicacdo de nds autores, referente a aspectos do
presente manuscrito submetido. Confirmamos que o manuscrito foi lido e aprovado por todos
0s autoressignatarios e que ndo ha nenhum outro autor a fazer parte sendo os listados. Confi
rmamos também que a ordem dos autores listada no manuscrito foi aprovada por todos.
Entendemos que o Autor para Correspondéncia serd o Unico contato para o processo editorial.
Ele sera o unico responsavel pela comunicacdo com os demais autores acerca do progresso da
submissdo, da revisdo do manuscrito e de sua aprovacdo final. (Assinatura de todos os
autores)”.

Artigo Original
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Deve conter: pagina do titulo, pagina de resumo com palavras-chave, introducéo,
material e métodos ou pacientes e métodos, resultados e discussdo, agradecimentos,
referéncias, tabelas, figuras e legendas das figuras. N&o deve exceder 5.000 palavras,
incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e legendas. Pode
exibir até seis figuras ou tabelas e até 50 referéncias.

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

Introducéo
Afinalidade dessa secdo é definir o proposito e as razGes para a realizacdo do trabalho.
N&o se recomenda extensa revisdo da literatura.

Pacientes e métodos ou Material e métodos

Deve incluir informacgdes suficientes que permitam a reproducéo do trabalho e, quando
pertinente, a aprovacéo pelo Comité de Etica institucional. Os métodos empregados na analise
estatistica devem sempre ser citados.

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

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

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

Referéncias

Devem ser citadas no texto em algarismos arabicos, sobrescritos e depois da
pontuacdo, sem parénteses ou colchetes. A numeragdo deve ser sequencial, de acordo com a
ordem de citacdo no texto. Nas referéncias com mais de seis autores, devem ser citados 0s seis
primeiros, seguidos pela expressao et al. Sugere-se a utilizacdo dos programas Reference
Manager ou Endnote, seguindo-se o estilo Vancouver. Exemplos de referéncia para diferentes
formatos sdo apresentados a seguir. Os autores devem consultar o NLM’s Citing Medicine
para mais informac@es sobre os formatos das referéncias.

Artigo de revista

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

Artigo extraido de endereco eletrénico

2. Cardozo JB, Andrade DMS, Santiago MB. The use of bisphosphonate in the treatment of
avascular necrosis: a systematic review. Clin Rheumatol 2008. Available from:
http://www.springerlink.com.w10069.dotlib.com.br/ content/105j4j3332041225/fulltext. pdf.
[Accessed in February 24, 2008].
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Livro
3. Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical microbiology.4th ed. St.
Louis: Mosby; 2002.

Tabelas e Figuras

Cada tabela ou figura devera ser numerada em algarismo arabico e enviada em arquivo
separado (.jpg, .tif, .png, .xls, .doc) com 300 dpi no minimo. Titulo e legenda devem estar no
mesmo arquivo da figura ou tabela a que se referem. Tabelas e ilustragdes devem ser
autoexplicativas, com informagdes suficientes para sua compreensao sem que se tenha de
recorrer ao trabalho. Fotomicrografias devem incluir a escala apropriada.

Artigo de Reviséo

Revisdes, preferencialmente sistematicas, podem ser submetidas a RBR, devendo
abordar com profundidade um tema de interesse para o reumatologista. N&o apresentam
estruturag@o padronizada, prescindindo de introducdo ou discussdo. Devem apresentar resumo
sem subdivisdes, com trés a cinco palavras-chave, e ndo devem exceder 6.000 palavras,
incluindo-se as referéncias e excluindo-se a pagina do titulo, resumo, tabelas e legendas.
Podem exibir até cinco figuras ou tabelas e até 70 referéncias.

Relato de Caso

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

Comunicacao breve

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

Consideracdes éticas e legais

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

Conflito de interesse

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

Consentimento informado

Os pacientes tém o direito a privacidade, que ndo deve ser infringida sem o
consentimento informado. A identificacdo de informacdes, incluindo os nomes dos pacientes,
iniciais ou nameros no hospital, ndo devem ser publicadas em descri¢fes, fotografias e
genealogias, a menos que a informacdo seja essencial para os propdsitos cientificos
e 0 paciente (ou responsavel) dé o consentimento livre e esclarecido para a publicacao.

O consentimento informado para este prop6sito requer que 0 manuscrito a ser
publicado seja mostrado ao paciente. Os autores devem identificar os individuos que prestam
assisténcia a escrever e divulgar a fonte de financiamento para essa assisténcia. Detalhes
identificadores devem ser omitidos se ndo sao essenciais.

O anonimato completo € dificil de se conseguir; no entanto, no caso de qualquer
duvida, o consentimento deve ser obtido. Por exemplo, mascarar a regido ocular em fotografi
as de pacientes € uma protecdo de anonimato inadequada. Se as caracteristicas de
identificacdo sdo alteradas para proteger o anonimato, como na linhagem genética, os autores
devem garantir que as alteragcbes ndo distorcam o significado cientifico. Quando o
consentimento informado foi obtido, ele deve ser indicado no artigo publicado.

Principios éticos

Ao relatar experimentos em seres humanos, os autores devem indicar se oS
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do comité responsavel por
experimentacdo humana (institucional e nacional) e com a Declaracdo de Helsinki de 1975,
revisado em 2000. Se houver ddvida se a pesquisa foi realizada em conformidade com a
Declaragédo de Helsinki, os autores devem explicar a razdo para sua abordagem e demonstrar
que o corpo de revisao institucional aprovou explicitamente os aspectos duvidosos do estudo.
Ao relatar experimentos com animais, 0s autores devem indicar se as orientacdes
institucionais e nacionais para o cuidado e a utilizacdo de animais de laboratério foram
seguidas.

Registro de ensaios clinicos

Os ensaios clinicos devem ser registrados segundo recomendacdo da OMS em
www.who.int/ictrp/en/. A defini¢do de ensaios clinicos incluem ensaios preliminares (fase 1):
um estudo prospectivo com o recrutamento de individuos submetidos a qualquer intervencéo
relacionada a salde (medicamentos, procedimentos cirurgicos, aparelhos, terapias
comportamentais, regime alimentar, mudancas nos cuidados de saude) para avaliar os efeitos
em desfechos clinicos (qualquer parametro biomédico e de saude, inclusive medidas
farmacocinéticas e reacdes adversas). A RBR tem o direito de ndo publicar trabalhos que nédo
cumpram estas e outras normas legais e éticas explicitadas nas diretrizes internacionais.

Financiamento e apoio

Os autores devem, também, informar se receberam financiamento ou apoio de
instituicbes como CNPq, CAPES, Fundos Remanescentes da SBR, institui¢cbes universitarias,
laboratorios etc.
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7.2. Normas para publicacao Archives of Physical Medicine and Rehabilitation

Manuscript preparation

Authors should prepare manuscripts according to the "Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals” 1 as developed by the International Committee of Medical
Journal Editors. The Requirements are available at =+http://www.icmje.org.

Document Formatting

Manuscripts must be double-spaced throughout, including the title page, abstract, text,
acknowledgments, references, individual tables, and legends. Use only standard 12-point type
and spacing. Use unjustified, flush-left margins. Number the pages of the text consecutively.
Put the page number in the upper or lower right-hand corner of each page. Number each line
on each page of the text to facilitate peer review.

Authors should format manuscripts for specific attributes such as italics,
superscripts/subscripts, and Greek letters. The coding scheme for each such element must
be consistent throughout the file.

Text Style:

o Enter only 1 space between words and sentences
e Leave 1 blank line between paragraphs
e Leave 2 blank lines between headings and text

Cover Letter Document

e The cover letter should include essential information, including who the
corresponding author will be and a statement signed by the corresponding author that
written permission has been obtained from all persons named in the
Acknowledgments and patient consent forms have been collected, if needed.

Title Page Document
These elements are in the following sequence and are double-spaced.

e Running head of no more than 40 character spaces.

o Title.

e Author(s) full name(s) and highest academic degree(s).

e The name(s) of the institution(s), section(s), division(s), and department(s) where the
study was performed are provided and the institutional affiliation(s) of the author(s) at
the time of the study are indicated. An asterisk after an author's name and a footnote
may indicate a change in affiliation.

e Acknowledgment of any presentation of this material, to whom, when, and where.

o Acknowledgment of financial support, including grant numbers.

e Any other needed acknowledgments.

83


http://www.archives-pmr.org/authorinfo#ref1
http://www.icmje.org/

Explanation of any conflicts of interest.

Name, address, business and home telephone numbers, and e-mail address of
corresponding author and the author from whom reprints can be obtained.

If reprints are not available, this is stated on the title page.

Clinical trial registration number, if applicable.

Acknowledgments

One or more statements should specify: (1) contributions that do not justify authorship (ie,
third-party statistical analysis, writing/editing); and (2) acknowledgments of technical help.

Persons who have contributed intellectually to the manuscript but whose contributions do not
justify authorship must be named and their function or contribution described, eg, "scientific
adviser," "critical review of study proposal,” "data collection,"” or "participation in clinical
trial.” [Please note: we do not include participants/subjects of the study.] Such persons must
give permission to be named. Authors are responsible for obtaining written permission from
persons acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and
conclusions.

Clerical, administrative, and laboratory staff should not be acknowledged, unless they have
contributed significantly to the research, writing, or intellectual quality of the article. Main
Text Document (manuscript withou author identifiers)

Editorial Guidelines for Preparation

Archives uses a double-blind peer-review process. The blinded submission should be
submitted in a word document and should begin with a title followed by the abstract,
keywords, list of abbreviations, body of the text, references, figure legends, and
suppliers' list.

This document is consecutively line numbered.

If this is a randomized controlled trial, provide the CONSORT flow diagram.
Statement is included in the body of the manuscript that human experimentation has
been approved by the local institutional review board or conforms to Helsinki
Declaration, as stated in the section Manuscript Preparation, Methods.

Guidelines for the care/use of nonhuman animals or other species, approved by the
institution, have been followed as indicated in the Methods. The species is named in
the title, abstract, and Methods section.

It is recommended that a professional editor or a colleague fluent in English edit the
manuscript before submission for authors whose first language is not English.
Sections & headings: The body of the manuscript includes the Introduction (no
heading needed), Methods, Results, Discussion, Study Limitations (subheading), and
Conclusions headings. Longer articles may need other subsection headings to clarify
their content, especially the Results and Discussion sections. Clinical Notes articles
include the headings: Case Description, Discussion, and Conclusions. Clinical
Management Reviews articles include the headings: Summary of Pertinent Research,
Therapeutic Approach, and Conclusions. Other types of articles such as Commentaries
and Special Communications do not require this format.

Footnotes other than for references are not allowed in the manuscript body.
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Trade Names. No trade names (i.e., trademarked of non-generic names of
commercially available products/services) are permitted prior to the Methods section,
including in the article title or abstract.

Elements of Main Text Document
Abstract

For Articles reporting original data (Article; Brief Reports) and Review Articles
(including Meta-Analyses), see the Instructions for Structured Abstracts. For other
manuscripts (eg, Clinical Management Reviews, Clinical Implications of Basic
Research, Clinical Notes, Commentaries, Special Communications), include a
conventional, unstructured abstract of no more than 250 words.

Key Words

Accompanying all abstracts, authors must provide 3 to 5 Key Words. Key words must
be selected from the US National Library of Medicine's (NLM) Medical Subject
Headings, which is available at =+http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html.

Abbreviations

Archives' editorial policy is to minimize the use of abbreviations. Fewer abbreviations
make it easier for the multidisciplinary readership to follow the text. Authors should
include a list of abbreviations in their manuscript file following the abstract (just
above introduction). Archives uses only standard abbreviations with Davis's and
Dorland's as our guides. Abbreviations that are used only in tables, appendices, or
figures are not included in the list and should be defined in the table, appendix, or
figure note; however, abbreviations that are in the list need not be re-defined in a table
footnote or legend. All abbreviations must be defined on first mention in the body of
the manuscript. The abbreviations SD (standard deviation) and SE (standard error)
require no definition in Archives. Headings

Methods, Results, Discussion, and Conclusions. Articles should include the subsection
heading Study Limitations at the end of the Discussion section. Longer articles may
need other subsection headings to clarify their content, especially the Results and
Discussion sections.

Clinical Notes headings: Case Description, Discussion, and Conclusions.

Clinical Management Reviews headings: Summary of Pertinent Research, Therapeutic
Approach, and Conclusions.

Other types of articles such as Commentaries and Special Communications do not
require this format.

Introduction

State the purpose of the article. Summarize the rationale for the study or observation.
Give only pertinent references, and do not review the subject extensively. Do not
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include data or conclusions from the work being reported. Do not include a heading
for this section.

Methods

Describe the selection of the observational or experimental subjects (patients or
experimental animals, including controls) clearly. Discuss eligibility of experimental
subjects. Give details about randomization. Describe the methods for any blinding of
observations. Identify the methods, equipment and materials, and procedures in
sufficient detail to allow others to reproduce the results.

Reference established methods, including statistical methods (see below); provide
very brief descriptions for methods that have been published but are not well known;
describe new or substantially modified methods, give reasons for using them, and
evaluate their limitations. Identify precisely all drugs and chemicals used, including
generic name(s), dose(s), and route(s) of administration.

While there may be occasional exceptions, the Archives is committed to the need for
clinical trial reports to be accompanied by adequate periods of follow-up. A lack of
sufficient follow-up may be detrimental to a paper's acceptance.

When reporting work with human subjects, indicate whether the procedures followed
protocol and accord with the ethical standards of the responsible institutional review
board, ethics committee or with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983,
as appropriate for the country where the research took place.?

Do not use patients' names, initials, or hospital numbers, especially in any illustrative
material. When reporting experiments on animals, indicate whether the procedures
followed accord with the institution's committee on animal experimentation or with
the National Research Council's guide on the care and use of laboratory animals.
Archives may require authors to verify the above procedures.

Describe statistical methods in enough detail to enable knowledgeable readers with
access to the original data to verify the reported results. When possible, quantify
findings and present them with appropriate indicators of measurement error or
uncertainty (eg, confidence intervals [CIs]). Avoid sole reliance on statistical
hypothesis testing, such as P values, which fails to convey important quantitative
information.

Researchers should report and identify the specific statistical test used and the
obtained statistical value. Researchers should supplement the results of any statistical
value. Researchers should supplement the results of any statistical significance test
with the use of effect size values or Cls. Measures of effect size or Cls should be
routinely included in quantitative clinical trials reported in rehabilitation research. The
statistical power values and the corresponding type Il error probability should always
be reported for statistically nonsignificant results.

The investigator should ensure that there is sufficient power to detect, as statistically
significant, a clinically meaningful treatment effect of an a priori specified size.’
References for study design and statistical methods should be to standard works (with
pages stated) rather than to papers in which designs or methods were originally
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reported.

Specify any general use computer programs used. Avoid nontechnical uses of
technical terms in statistics, such as "random" (which implies a randomizing device),
"normal,” "significant," "correlation," or "sample." Define statistical terms,
abbreviations, and symbols.

When submitting manuscripts on randomized controlled trials (RCTs), authors must
include the CONSORT (Consolidated Standards for Reporting Trials) flow diagram.
See the Reporting Guidelines.

Results

When data are summarized in the Results section, specify the statistical methods used
to analyze them. Describe the success of any blinding of observations. Report
treatment complications. Give numbers of observations. Report losses to observation
(ie, dropouts from a clinical trial). Present results in logical sequence in the text,
tables, and illustrations. Restrict tables and figures to those needed to explain
arguments and to assess their support. Use graphs as an alternative to tables with many
entries; do not duplicate data in graphs and tables. Do not repeat in the text all the data
in the tables, illustrations, or both; emphasize or summarize only important
observations.

While there may be occasional exceptions, the Archives is committed to the need for
clinical trial reports to be accompanied by adequate periods of follow-up. A lack of
sufficient follow-up may be detrimental to a paper's acceptance.

Units of Measurement

Metric units are required. Blood pressures in millimeters of mercury (mmHg) and all
hematologic and clinical chemistry measurements using the International System of
Units (SI).

Discussion

Emphasize the new and important aspects of the study and the conclusions that follow
from them. Do not repeat in detail data or other material given in the Introduction or
the Results section. Include in the Discussion section the implications of the findings
and their limitations, including implications for future research. Authors should
address the issue of effect magnitude, in terms of both the statistics reported and the
implications of the research. Relate the observations to other relevant studies.

Study Limitations: Include the subsection, Study Limitations, to discuss the
limitations of the study.

Conclusions: Link the conclusions with the study's goals but avoid unqualified
statements not supported by the data. Avoid claiming priority and alluding to work
that is incomplete. State new hypotheses when warranted, but clearly label them as
such. Recommendations, when appropriate, may be included.
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References

References in manuscripts accepted by Archives shall include only material that is
retrievable through standard literature searches. Number references consecutively in
the order in which they first appear in the text. Identify references in text, tables, and
legends by superscript Arabic numerals. References cited only in tables or in legends
to figures should be numbered in accordance with a sequence established by the first
identification in the text of the particular table or figure.

Use the style of the examples below, which are based on the formats used by the NLM
in MEDLINE. The titles of journals should be abbreviated according to the style used
in MEDLINE. Consult List of Serials Indexed for Online Users, which is available
from the NLM at =+http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/Isiou.html.

Try to avoid using abstracts as references; "unpublished observations™” and "personal
communications” may not be used as references, although references to written, not
oral, communications may be inserted (in parentheses) in the text. Avoid "personal
communication™ unless it provides essential information not available from a public
source. In this case, cite the name of the person and date of communication in
parentheses in the text. For scientific articles, authors should obtain written permission
and confirmation of accuracy from the source of personal communication.

Include among the references those papers accepted but not yet published; designate
the journal and add "In press.” Authors must obtain written permission to cite such
papers as well as verification that they have been accepted for publication. Editors will
request from the author(s) a copy of the letter from the journal accepting the "in press”
article if the manuscript in which it is cited is accepted by Archives. Information from
manuscripts submitted but not yet accepted should be cited in the text as
"(unpublished observations)™ with written permission from the source.

The references must be verified by the author(s) against the original documents. List
all authors and/or editors for each reference. Do not insert "et al."

Click here for examples of correct reference formats.
Suppliers

After the References section, provide a Suppliers list with contact information (names
and complete mailing addresses) for manufacturers of devices and other non-drug
products used directly in a study (ie, do not provide such information for products not
directly used in your research but mentioned in studies you cite). Identify equipment
and/or materials in text, tables, and legends by superscript lower case letters. List
suppliers consecutively in the order they are mentioned in the text.

Manufacturer names and locations should not be listed in the text where the product is
introduced. Do not list Suppliers in the References list. Do not list drug
manufacturers in the Suppliers list.

Figure Legends
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o Alist of figure legends should be provided after the reference list and suppliers' list,
listing each figure in order by number.
o Legends/captions should not be embedded in the figure files themselves.

Figures, Images, and Photographs Documents
Preferred file formats are TIFF, EPS, JPEG, and PDF

300 dpi is minimum resolution to achieve high quality images. Typical desired resolutions are
300 dpi for black and white and color figures; 500 dpi for combination art (combined photo
with line art); and 1,000 dpi for line art.

Figures should be numbered consecutively in the order they are first cited in the text. If a
figure has been published, acknowledge the original source and submit written permission
from the copyright holder to reproduce the material. Permission is required, irrespective of
authorship or publisher, except for documents in the public domain.

Letters, numbers, and symbols should be clear and even throughout, and of sufficient size that
when reduced for publication each item will still be legible. Titles and detailed explanations
belong in the legends for figures, not on the figures themselves.

Consistency in size within the article is strongly preferred. Any special instructions regarding
sizing should be clearly noted.

Photomicrographs must have internal scale markers. Symbols, arrows, or letters used in the
photomicrographs should contrast with the background.

If photographs of persons are used, either the subjects must not be identifiable or the author
must obtain and archive permission to publish the pictures and attest that permission has been
granted in the cover letter that accompanies the manuscript submission.

Figures should be numbered consecutively in the order they are first cited in the text. If a
figure has been published, acknowledge the original source in the reference list and in the
legend and submit written permission from the copyright holder to reproduce the material.
Permission is required, irrespective of authorship or publisher, except for documents in the
public domain.

The Editorial Board reserves the right to determine which figures are appropriate for
publication. Color figures (minimum 300dpi) will be published without charge when color
reproduction is essential to understanding of the material presented. There is no charge for
publication of black and white illustrations.

Tables Documents

Submit each table as a separate file. Number tables consecutively in the order of their first
citation in the text and supply a brief title for each. Give each column a short or abbreviated
heading. Place explanatory matter in footnotes, not in the heading. Explain in footnotes all
nonstandard abbreviations that are used in each table. For footnotes, use the following
symbols, in this sequence: *, 1, 1, §, |, 9, # **, T+, 11,...
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Identify statistical measures of variations such as standard deviation and standard error of the
mean. Do not use internal horizontal and vertical rules. Be sure that each table is cited in the
text in order. Using too many tables in relation to the length of the text may produce
typesetting difficulties.

Data from another published or unpublished source may only be used with permission and
must be acknowledged fully. It is the author's responsibility to obtain such permission.

Appendices Documents

An appendix provides data in a format that does not contain an x-y axis that defines the rows
and columns, for instance, a listing of the components of a test or evaluative instrument is an
appendix, not a table. Appendices are to be called out sequentially in the text and placement
will be immediately before the References section. Submit each in a separate file with a clear
Appendix label.
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7.3. Parecer de aprovacgéo do projeto

@

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL E AULAS PRATICAS

RUA UNIVERSITARIA, 2069 — PREDIO DA BIBLIOTECA — CAMPUS DE CASCAVEL - JD. UNIVERISTARIO
FONE: (45) 3220-3272 E 3277 - CEP 85819-110 - CASCAVEL - PR

Comité de Etica na Experimentagdo Animal e Aulas
Praticas — CEEAAP/UNIOESTE

PARECER DE APROVACAO DE PROJETO

Protocolo de Experimentagao Animal: 01712

Titulo do Projeto: Analise e comparagao dos efeitos da natagdo com carga,
apos lesdao no nervo mediano em ratos Wistar obesos.

Solicitante: Gladson Ricardo Flor Bertolini

O projeto acima foi aprovado, conforme Ata 03-2012 em reunido
ocorrida em 15-05-2012 realizada pelo Comité de Etica em Experimentagao
Animal e Aulas Praticas da Unioceste, desde que seguido o protocolo proposto e
avaliado por este Comité.

Lembramos que, de acordo com as atribuigdes, o CEEAAP se resguarda
do direito de realizar visitas aos locais onde os projetos serdo executados com
finalidade de acompanhamento.

Ao término da vigéncia do projeto, apés o envio do relatério final, o
coordenador receberd um Certificado de que o protocolo realizado seguiu os
principios da experimentagéo animal, de acordo com sua respectiva ata de

aprovagao em data especificada.

Y)
Prof* Dr® Luciana e
a ra
Coordenadora do CEEAAP/UgigeEzma
Portaria 32442011 - GRE
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