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RESUMO GERAL

A pesquisa é de carater experimental, quantitativa e randomizada, que teve
como obijetivo, analisar o efeito do exercicio fisico resistido de subida em escada,
sobre a regeneracao do nervo isquiatico de ratos Wistar. A amostra foi composta
por 24 animais, separados aleatoriamente em quatro grupos: GC — controle; GE
— somente exercitado; GL — lesionado e néo tratado; e GLE — lesionado e tratado.
A lesdo compressiva do nervo isquiatico direito foi efetuada nos animais
anestesiados e consistiu em realizar um pingamento no nervo por 30 segundos
com pinca hemostética. A partir do terceiro dia de pds-operatorio, os animais de
GE e GLE foram submetidos ao exercicio fisico resistido de subida em escada,
sendo realizadas duas séries de dez subidas na escada, com sobrecarga de 100
gramas adaptada a sua cauda, com intervalo de um minuto entre uma série e
outra, 5 dias por semana durante 3 semanas. Ao decorrer deste periodo, todos
os animais foram avaliados, quanto a presenca de edema e limiar nociceptivo do
membro pélvico direito. Ao término do tratamento, os animais foram
anestesiados e eutanasiados para a coleta de um fragmento de dois centimetros
do nervo isquiatico direito, o qual foi submetido a processamento histolégico de
rotina, para analise morfologica e a técnica de Western Blotting para analise
molecular. Com relacdo aos resultados da avaliacdo do edema, observou-se
diferenca significava somente na comparacao entre as avaliagbes (p<0,001),
denotando reducéo do volume do membro ao longo do tempo, porém n&do houve
diferenca significativa entre os grupos. Quanto aos resultados da nocicepc¢ao no
local da lesdo e na regido plantar, foi possivel observar diferenca entre as
avaliagdes (p<0,001), sendo que o limiar nociceptivo aumentou com o passar do
tempo de estudo, porém entre os grupos, so houve diferenca entre GC e GE
comparado a GL e GLE, sendo que os primeiros obtiveram resultados maiores.
Referente a analise histologica, GC e GE apresentaram aspecto normal em todo
tecido nervoso, jA GL e GLE mostraram grande quantidade de infiltrado
inflamatorio, degeneracao e desorganizacao das fibras nervosas, porém em GLE

encontrou-se também fibras nervosas integras. Com relacdo a analise



morfométrica, ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos, quanto a,
densidade de fibras, quantidade de axdnios e ao quociente G; Para o diametro
da fibra nervosa e da bainha de mielina, GC e GE apresentaram resultados
significativamente maiores quando comparados ao GL e GLE; e quanto ao
diametro do axénio GC obteve resultados significativamente maiores que 0s
demais grupos. E por fim, a analise molecular, mostrou valores maiores do fator
neurotréfico derivado encéfalo nos grupos lesionados. Portanto, conclui-se que
o modelo de leséo realizado neste estudo foi efetivo, pois causou alteracdes
significativas no nervo isquiatico dos animais, porém o exercicio fisico resistido
de subida em escada, nos parametros propostos, ndo foi significativamente
eficiente na reducéo do edema e da dor dos animais, bem como ndo conseguiu

acelerar a regeneracdo morfolégica do nervo isquiatico apds lesdo compressiva.

Palavras-chave: Nervo isquiético, exercicio fisico, regeneracéo nervosa.



GENERAL ABSTRACT

The research is experimental, quantitative and random character, which aimed to
analyze the effect of resistance exercise climb stairs, on the regeneration of the
sciatic nerve of Wistar rats. The sample consisted of 24 animals were randomly
separated into four groups: GC - control; GE - only exercised; GL - injured and
untreated; and GLE - injured and treated. The compressive lesion of the right sciatic
nerve was performed in anesthetized animals and was to conduct a nerve
impingement in 30 seconds with hemostat. From the third day after surgery, the
animals of GE and GLE were submitted to resistance exercise climb stairs, and
made two sets of ten climbs the ladder with overhead 100 grams adapted to its tail,
with an interval of one minute between one series and another 5 days a week for 3
weeks. In the course of this period, all animals were evaluated for the presence of
edema and nociceptive threshold of the right hind limb. After treatment, the animals
were anesthetized and euthanized to collect a fragment of two centimeters of the
right sciatic nerve, which was subjected to routine histological processing, for
morphological analysis and Western blotting technique for molecular analysis.
Regarding edema evaluation results, there was only meant difference in comparing
the evaluations (p <0.001), indicating reduced over time member of the volume, but
there was no significant difference between groups. With regard to nociception
results in the lesion site and planting region was observed difference between the
ratings (p <0.001), and the nociceptive threshold increased over the study time,
however between the groups, so there was difference between compared to GC
and GE, GL and GLE, with the former had higher results. Regarding histological
analysis, GC and G2 showed normal appearance around nerve tissue, as GL and
GLE showed large amount of inflammatory infiltrate, degeneration and disruption of
nerve fibers, but in GLE also met you merge nerve fibers. Regarding the
morphometric analysis, no significant difference between the groups, as, fiber
density, amount of axons and the quotient G; For the nerve fiber diameter and
myelin sheath, GC and GE were significantly better results when compared to GL
and GLE; and as the diameter of the axon GC obtained significantly higher results



than the other groups. Finally, molecular analysis showed values higher brain-
derived neurotrophic factor in injured groups. Therefore, it is concluded that the
injury model in the present study was effective to cause significant changes in the
sciatic nerve of the animal, but resisted exercise climb stairs, the proposed
parameters was not significantly effective in reducing edema and pain of animals
and could not accelerate morphological regeneration after sciatic nerve

compression injury.

Keywords: Sciatic nerve, exercise, nerve regeneration.
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1. INTRODUCAO GERAL

As lesBes nervosas periféricas (LNP) sdo um problema frequente
na pratica clinica, que podem gerar alteracdes fisicas e funcionais, resultando
em dor e sequelas, muitas vezes permanentes, o que leva a reducdo da
qualidade de vida do paciente, com consequéncias socioecondémicas (ESER et
al., 2009; SEBBEN et al., 2011). Segundo Albornoz et al. (2011), nos Estados
Unidos e na Europa, cerca de 100.000 pacientes sdo submetidos anualmente a
procedimentos cirdrgicos, devido esta condicdo, denotando a alta incidéncia
dessas lesoes.

As LNP mais frequentes em membros inferiores sdo as que
acometem o0 nervo isquiético e destacam-se como principais fatores etioldgicos
traumaticos deste tipo de lesdo, acidentes com veiculos automotores, traumas
por arma de fogo e arma branca, quedas, causas iatrogénicas, tracoes,
laceracdes, estiramento, pingamento, compressdo e esmagamento do tecido
nervoso (CAMPBELL, 2008; ESER et al., 2009). Como resultado da lesdao do
nervo isquiatico, inicia-se um processo de dor no trajeto do mesmo, denominado
lombociatalgia ou ciatalgia (STAFFORD; PENG; HILL, 2007).

Atualmente existem varios recursos que podem ser empregados no
tratamento das LNP, como por exemplo, o tratamento fisioterapéutico, a terapia
medicamentosa e os procedimentos cirdrgicos, sendo que estes estédo indicados
somente nos casos de comprometimento neuroldgico severo, dor significativa ou
faléncia absoluta do tratamento clinico (HELFENSTEIN; GOLDENFUM; SIENA,
2010). Porém, tem-se dado atencdo especial ao desenvolvimento de
abordagens terapéuticas nao cirargicas, que auxiliem no processo de
regeneracao nervosa e melhora funcional apdés LNP, entre elas destaca-se o
exercicio fisico (ALBORNOZ et al., 2011).

O exercicio fisico pode ser benéfico no tratamento das LNP, porque
ja foi demonstrado que o mesmo consegue induzir a sintese de fatores
neurotréficos em ratos, entdo poderia formar um meio util de estimulo ao

crescimento de axoOnios periféricos. Além disso, estima-se que 0 exercicio
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poderia reforcar a regeneracdo do axdnio, sem aumentar a desorientacdo dos
mesmos rumo aos seus 6rgaos alvos (ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011).

Varios estudos tém investigado os efeitos de diferentes tipos de
exercicios fisicos, dentre eles, o resistido, sobre a regeneracdo nervosa
periférica, mostrando que estes podem contribuir para a melhora funcional e
morfolégica dos nervos lesionados, visto que geram um aumento da velocidade
de conduc¢do do impulso nervoso e recuperagdo sensorio-motora, bem como,
atuam na manutencdo das propriedades musculares, mantendo o trofismo e
minimizando a fraqueza muscular apos a desnervagdo (TEODORI et al., 2011;
PAGNUSSAT et al., 2012). Além disso, segundo Pagnussat et al. (2012), existem
evidéncias de que a atividade motora pode influenciar na remodelacdo
morfologica e eletrofisioldgica da juncdo neuromuscular, e que a secrecéo de
fatores de crescimento sdo um dos mecanismos subjacentes a regeneracéo do
nervo, e que séo estimulados pelo exercicio fisico.

Entretando, outros autores, mostraram que a aplicacdo de
exercicios, como forma de terapia em casos de LNP, ndo produziram efeitos
positivos funcionais e morfologicos, que garantissem a aceleracdo da
regeneracdo do nervo. E, em alguns casos, o exercicio aplicado até retardou o
processo de regeneracao (ILHA et al., 2008; POSSAMAI et al., 2012; SOBRAL
et al., 2008) evidenciando que ainda existem controvérsias na literatura, quanto
a influéncia do exercicio fisico resistido no tratamento desse tipo de leséo.

Contudo, em comparag¢ao com o sistema nervoso central, as fibras
nervosas periféricas mantém, mesmo no adulto, um maior potencial de
regeneracao poés-trauméatico. No entanto, na maioria dos casos, o resultado
clinico apds lesdes desses nervos esta longe de ser satisfatério e quase nunca
a recuperacao funcional é completa (RAIMONDO et al., 2011). Assim, ha uma
necessidade de mais pesquisas sobre o reparo e regeneracdo do nervo
periférico, que reuna diferentes disciplinas que possam contribuir, ndo sé para
aumentar 0 nosso conhecimento sobre 0s mecanismos biolégicos, que
fundamentam a complexa sequéncia de eventos, que segue a lesdo do nervo,
mas também para definir as melhores estratégias e parametros de exercicios
fisicos, a fim de otimizar a regeneragéo nervosa pos-traumatica e, finalmente, a

recuperacdo motora e sensorial com retorno funcional do paciente.
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Portanto, a partir de uma revisao de literatura sobre o tema, surgiu
0 seguinte problema: O exercicio fisico resistido de subida em escada produz
efeitos terapéuticos sobre o edema, a dor, e a morfologia do nervo isquiatico de

ratos Wistar, submetidos a axonotmese compressiva?
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar o efeito do exercicio fisico resistido de subida em escada, sobre
a restauracao funcional, morfolégica e molecular do nervo isquiatico, em

ratos Wistar.

2.2 Objetivos especificos

Artigo cientifico 1
e Avaliar o edema do membro pélvico direito;
e Avaliar a nocicepcao no local da lesdo, do membro pélvico direito;

e Quantificar a densidade de fibras nervosas do nervo isquiatico;

Artigo cientifico 2

e Avaliar a nocicepgao plantar, do membro pélvico direito;

e Analisar a estrutura microscépica dos nervos periféricos, para identificar
caracteristicas histolégicas normais ou alteradas, como: presenca de
células inflamatérias, fibras degeneradas, bem como a organizacao geral
do tecido nervoso;

¢ Quantificar o nUmero de axdnios do nervo isquiético direito, o diametro do
axonio, da fibra nervosa e da bainha de mielina e quociente G do nervo
isquiatico direito;

e Verificar a expresséo de fatores neurotréficos no tecido nervoso, sendo
estes o: fator de crescimento neural (NGF) e o fator neurotroéfico derivado
do encéfalo (BDNF).

17



3 REVISAO GERAL DE LITERATURA

3.1 Anatomia do nervo periférico

Os nervos do sistema nervoso periférico se assemelham a corddes
esbranquicados, e sao constituidos por feixes de fibras nervosas, reforcadas por
tecido conjuntivo, que possuem irrigagdo sanguinea abundante, sendo sua
funcdo promover a ligagédo do sistema nervoso central aos 6rgédos e estruturas
periféricas, como o0s musculos por exemplo (DANGELO; FATTINI, 1998;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Seus axbnios sdo agrupados em feixes paralelos, denominado
fasciculos, e estes séo revestidos por bainhas de tecido conjuntivo frouxo, que
fornecem suporte ao processo de regenerac¢ao axonal. Assim sendo, revestindo
cada axo6nio individualmente tem-se o endoneuro. Ja os feixes de axdnios ou
fasciculos, sdo revestidos pelo perineuro, que contém também fibroblastos,
adipdcitos e células do sistema imune, como macréfagos, mastocitos e linfocitos.
E envolvendo o nervo como um todo, tem-se o epineuro. Estas bainhas conferem
grande resisténcia aos nervos, sendo mais espessas nos nervos superficiais,
pois estes sd0 mais expostos aos traumatismos (Figura 1) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; SIQUEIRA, 2007).

Endoneuro Perineuro Epineuro

Medula espinhal

e TN T ——
3 ez |-
Ganglio sensorial oy L
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; A IR
D07 X
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= A - D 5 9e /
20909/2 0%ise
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Schwann Mialina

“.;/ ’ Raiz dorsal
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/ /v
,«’_/\\_}—;r;:. 8z
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Interneurdnio Corpo celular de \* s
neurdnio motor S T R

Figura 1. Modelo esquemaético do nervo periférico envolto pelas bainhas de tecido conjuntivo,
endoneuro, perineuro e epineuro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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Os axonios sao isolados eletricamente pelo proprio endoneuro e
por um complexo lipoprotéico denominado bainha de mielina, a qual € produzida
no sistema nervoso periférico (SNP), pelas células de Schwann, e tem por funcéo
atuar como isolante elétrico, acelerando a propagacdo dos impulsos nervosos
nas fibras mielinicas, além de servir como via de crescimento para as novas
fibras nervosas. Na falta da bainha de mielina, as fibras sdo ditas amielinicas, e
0s impulsos nervosos séo conduzidos de maneira mais lenta (SIQUEIRA, 2007).

O nervo isquiatico é o maior nervo periférico do corpo humano,
originado pelas raizes nervosas ventrais do plexo lombossacral da medula
espinal, no nivel da 4° vértebra lombar (L4) até a 3° vértebra sacral (S3), emerge
da pelve através do forame isquiatico maior, passando inferiormente ao masculo
piriforme, desce entre o trocanter maior do fémur e a tuberosidade isquiatica,
percorre toda a parte posterior dos membros inferiores, sendo que na regiao
poplitea, se bifurca em dois grandes ramos denominados, nervo tibial
(medialmente) e nervo fibular comum (lateralmente). Portanto, o nervo isquiatico
€ responsavel pela inervacdo da parte posterior da coxa, toda a perna e pé
(Figura 2) (DISTAD; WEISS, 2013).

Nervo tibial
Nervo fibular comum

N planter medial

Figura 2. Figura esquemética sobre a origem e trajeto do nervo isquiatico no corpo humano
(SOBOTTA, 2000).
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Cabe destacar também, a anatomia do nervo isquiatico de ratos
Wistar, pois foi esta a espécie animal utilizada no modelo de lesdo empregado
neste estudo. O nervo isquidtico emerge da medula espinal, no nivel da 3°
vértebra lombar (L3) até a 6° vértebra lombar (L6), e na regido poplitea, se bifurca
em nervo tibial e fibular comum, inervando os membros pélvicos, semelhante
aos humanos. Porém esta localiza¢do pode variar e até mesmo nao ser simétrica
em ambos 0os membros do animal (Figura 3) (SAVASTANO et al., 2014).

Trochanter
major
e
._'h,'.,‘-cm
A FEMUR
'0.5cm ’;

Sclatic nerve Common peroneal nerve

Figura 3. Imagem representando o trajeto do nervo isquiatico de ratos Wistar (SAVASTANO et
al., 2014).

3.2 Classificacdes das lesdes das lesGes nervosas periféricas

LesBes de nervos periféricos resultam em aproximadamente 150
bilhdes de dolares, gastos anualmente em cuidados de saude nos Estados
Unidos, sendo que quando se refere aos membros inferiores, o nervo mais
acometido € o isquiatico, em que as causas mais comuns de lesdes sdo de
origem traumética, gerando alteracdes sensoriais e motoras, que podem resultar
em paralisia completa do membro ou desenvolvimento de dor neuropatica
(BURKS et al.,, 2014, GRINSELL; KEATING, 2014;). Essas lesdes tém um
impacto profundo sobre a vida do paciente e sua capacidade em realizar suas
atividades laborais (FARONI et al., 2015).

O sucesso no reparo do nervo periférico depende da extensao e
tipo da lesdo. Portanto, sua classificacdo é importante, pois permite uma
correlacdo das alteragbes microscopicas que ocorrem no nervo lesionado e a

sintomatologia que o paciente apresenta, possibilitando definir corretamente o
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prognastico e o tratamento mais adequado (BURNETT; ZAGER, 2004; SILVA;
CAMARGO, 2010).

A classificagdo das LNP, frequentemente utilizada na pratica
clinica, é a estabelecida por Sir Herbert Seddon em 1943, que as divide em trés
graus: neuropraxias, axonotmeses e neurotmeses (SIQUEIRA, 2007).

A neuropraxia € uma leséo leve, caracterizada pela interrupcao
temporéaria da conducao nervosa, devido ao dano na bainha de mielina do nervo,
gerando assim uma desmielinizacdo segmentar, sem anormalidades axonais; 0s
grandes feixes de fibras nervosas sdo mais afetados, levando a uma leve perda
motora e sensitiva. O progndstico é excelente, devido ao fato de n&o haver lesdo
axonal distal; e o bloqueio da conducao nervosa é resolvido pela remielinizagéo,
e a funcdo do nervo é recuperada completamente em alguns dias ou semanas
(Figura 4) (MARTINS et al., 2013; SILVA; CAMARGO, 2010).

Na axonotmese, a maioria do tecido conjuntivo que envolve o nervo
permanece preservado, entretanto ocorre bloqueio da condugao nervosa, devido
perda da continuidade axonal, e também subsequente degeneracdo Walleriana,
ou seja, degeneracdo da porcao distal do axoénio lesionado. Neste caso, a
regeneracao espontanea ainda € possivel, apesar de levar um tempo maior,
necessitando de varios meses, dependendo da distancia entre o érgao alvo e o
local da lesdo (Figura 4) (JIANG et al.,, 2014; MARTINS et al., 2013; SILVA;
CAMARGO, 2010; SIQUEIRA, 2007).

A Neurotmese € o grau mais grave de LNP, em que ocorre a ruptura
completa do nervo, ou seja, a perda total da continuidade axonal e do tecido
conjuntivo que o envolve, causando deposi¢do de tecido cicatricial, gerando
fibrose tecidual, impedindo a regeneracdo espontanea, o que remete a

necessidade de intervencao cirdrgica (Figura 4) (MARTINS et al., 2013).
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AXONOTMESE NEUROTMESE

Figura 4. llustracdo esquematica de uma fibra nervosa normal e os trés graus de lesdo nervosa,
conforme classificacdo de Seddon (MARTINS et al., 2013).

Outra forma de classificar as LNP é seguindo o que foi proposto por
Sunderland em 1978, que estabeleceu cinco graus de lesdo nervosa, pois
subdividiu a axonotmese em trés sub-grupos: grau 1: neuropraxia; grau 2:
axonotmese (lesdo somente do axoénio); grau 3: axonotmese (lesdo do axdnio e
do endoneuro); grau 4. axonotmese (lesdo do axbénio, endoneuro e perineuro);

grau 5: neurotmese (Figura 5).
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Figura 5. llustracdo dos cinco graus de lesao nervosa periférica, segundo Sunderland. Imagem
adaptada de Campbell (2008).
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3.3 Fisiopatologia da LNP

As LNP sédo mais frequentes do que lesbes do SNC, e a alta
incidéncia justifica 0 aumento continuo do interesse, de pesquisadores basicos
e clinicos, estudarem sobre a reparacéo e regeneracdo desses nervos. Contudo,
essas lesdes, geralmente ndo representam uma ameaca para a vida do paciente,
mas quase sempre afetam a qualidade da mesma, o0 que representa um dos
principais alvos de saude na medicina atual (RAIMONDO et al., 2011).

A compreensdao acerca do processo de degeneracdo e
regeneracao nervosa periférica tem aumentado significativamente durante as
tltimas décadas, em simultaneo com os avancos da biologia celular e molecular
(BURNETT; ZAGER, 2004).

Desta maneira, sabe-se que quando uma fibra nervosa periférica é
lesionada, ela sofre modificagbes em pontos proximais e distais ao local da
lesdo. Portanto, a partir da lesdo efetuada, inicia-se uma sequéncia complexa de
eventos celulares, que tem como objetivo, remover o tecido nervoso danificado
e substituir o segmento nervoso distal que foi degenerado, permitindo assim a
reinervacdo dos Orgdos-alvo e restituicdo de suas respectivas funcdes
(NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007), embora a recuperacéo funcional
em seres humanos € muitas vezes incompleta (GAUDET; POPOVICH; RAMER,
2011).

3.3.1 Degeneracdao e regeneracao axonal

Apés uma LNP, os primeiros sinais de degeneracdo sao
observados dentro de 24 horas, e se prolongam durante cerca de uma a duas
semanas, de proximal para distal (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007).

O corpo celular reage a lesdo axonal por meio de um processo
chamado cromatélise, que tem inicio em torno de seis horas ap0s a lesdo. Essa
reacao caracteriza-se pela vacuolizacdo do citoplasma, aumento do volume
nuclear, deslocamento do nucleo para uma posicdo mais periférica e edema do
corpo neuronal. Ocorre também o rompimento do aparelho de Golgi e o

deslocamento da substancia de Nissl, devido a um aumento do reticulo
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endoplasmatico granular e dos ribossomos (Figura 6) (BURNETT; ZAGER,
2004).

Além disso, um dano no axoénio leva a modificacdes na porcédo
proximal a lesdo, culminando em sua degeneracdo de maneira retrograda até
chegar ao proximo noédulo de Ranvier, criando uma pequena area de
degeneracdo (RAIMONDO et al., 2011). As células de Schwann (SC)
inevitavelmente se degradam ao longo do segmento proximal, os axbnios e a
mielina se tornam visivelmente reduzidos em diametro, o que faz com que a
velocidade de conducdo nervosa seja reduzida. Ainda, se o corpo celular for
degenerado, o que pode ocorrer no caso de traumas graves, todo segmento
proximal sofrerA degeneracdo Walleriana e sera fagocitado (Figura 6)
(BURNETT; ZAGER, 2004).

Com relacéo as fibras distais a leséo, essas sofrem degeneracao a
partir de 48-96 horas ap6s a leséo do nervo, por meio de um processo conhecido
como degeneracdo Walleriana, o qual gera um ambiente inflamatério com a
acumulacéo de fatores algicos, que ativam e sensibilizam as fibras do nervo. Em
torno de 24 a 48 horas, se inicia a desintegracao do citoesqueleto e degradacao
do axoplasma e axolema, mediada por aumento nas concentragdes
intracelulares de calcio. A porcdo distal do axénio se degenera, a bainha de
mielina se rompe, e dentro de 2 a 3 dias ap0s a lesédo, os macréfagos comecam
a se infiltrar nos cotos nervosos, para realizar a remocao dos restos mielinicos
em degeneracdo, juntamente com a populacdo de macréfagos residentes,
posteriormente, as SC desnervadas se proliferam para também desempenhar a
funcdo de fagocitose. Eles contribuem ainda para a produ¢édo de quimiocinas e
citocinas pré e anti-inflamatérias, como o TNF, interleucinas diversas,
especialmente a IL-1b e IL-6 (Figura 6) (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE,
2007, UCEYLER; SOMMER, 2006).

A proliferacdo de SC no coto distal ocorre em trés dias apos a
agressao axonal. Essa proliferacdo esta associada com a producédo de algumas
substéancias difusas que podem atrair os axénios em crescimento. As células de
Schwann, desprovidas do contato com os ax6nios, se diferenciam, proliferam e
alinham-se dentro do endoneuro, na forma de um cordéao de células chamado de
coluna de células de Schwann ou bandas de Biingner (NAVARRO:; VIVO;
VALERO-CABRE, 2007). Entdo, arranjadas nessas bandas, as SC,
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proporcionam um tropismo mecanico, guiando os axdénios em regeneracao em
direcdo aos seus alvos e, portanto, sdo essenciais para o reparo do nervo
periférico, uma vez que elas promovem um ambiente permissivo ao crescimento
axonal, atuam como células fagociticas de restos de mielina e secretam fatores
troficos que promovem o crescimento dos ax6nios, tais como, o fator neurotrofico
derivado do encéfalo (BNDF), o fator de crescimento neural (NGF) e as proteinas
associadas ao crescimento neural (GAP-43) (GAUDET; POPOVICH; RAMER,
2011).

Assim sendo, as extremidades distais dos neur6nios lesionados
formam os “cones de crescimento”, a partir dos quais sdo gerados brotos
regenerativos, que crescem em direcdo ao 6rgao-alvo (Figura 6) (BURNETT;
ZAGER, 2004).

Proximal a lesdo Distal a lesao
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Figura 6. llustracdo da leséo, degeneracdo e regeneracdo de uma fibra nervosa periférica

Os cones de crescimento sdo ricos em mitocondrias e
componentes citoesqueléticos e se propagam em direcao aos 6rgaos-alvo sob a
orientacao de fatores neurotréficos, quimiocinas e proteinas de adesao celular
produzidas no local da lesdo. Uma vez que o0s cones de crescimento
estabelecam adequadas conexdes com os 6rgdos alvos, ocorre formacéo de
uma nova bainha de mielina, pelas células de Schwann, culminando na

recuperacéo funcional (Figura 7) (RUITER et al., 2014).
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Coto axonal
proximal  Bandas

Figura 7. llustracdo do crescimento neural a partir dos cones de crescimento (RUITER et al.,
2014).

Contudo, nesse processo muitos brotos axonais aparecem em um
cone de crescimento, em torno de 50 a 100, amadurecem e se alongam para
atingir o coto do nervo distal. Com isso, ocorre uma poda axonal, devido a
formacdo de neurites. Ou seja, se um tubo receptor ou endoneural ndo for
atingido, ramos nervosos do cone de crescimento, continuam a crescer de uma
forma desorganizada, resultando na producdo de um neuroma, que pode se
manifestar clinicamente como um nédulo doloroso, e isto ocorre com mais
frequéncia em lesbBes nervosas mais severas, por isso a necessidade de se
eliminar os axdnios que ndo alcancarem os 0rgaos alvos (GRINSELL; KEATING,
2014).

E importante destacar que as SC, constituem 90% das células
nucleadas no SNP, tendo sua maior taxa de multiplicacao atingida no 3° dia apés
a leséo, e entdo elas continuam se multiplicando de maneira mais lenta por duas
a trés semanas (NAVARRO; VIVO; VALERO-CABRE, 2007). No entanto, este
apoio dado por estas células, diminui apés 1 a 2 meses de desnervacao cronica
(BURNETT; ZAGER, 2004).

A taxa de regeneracdo axonal é lenta, resultando em um
crescimento axonal de 1,0 a 2,0 milimetros por dia, entretanto hd um periodo de
janela aceito de 12-18 meses para reinervacdo muscular ocorrer, de modo a
conseguir a recuperacao funcional. O prazo para a reinervagao sensorial € mais
longo, mas néo infinito (GRINSELL; KEATING, 2014).
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3.4 Exercicio fisico como modalidade de tratamento para LNP

Varios fatores tém sido implicados no mau resultado da
regeneracao dos nervos, assim como: crescimento axonal lento, insuficiente ou
mal direcionado, ndo atingindo o 6rgéao alvo, atrofia do tecido muscular; mas
talvez, o fator mais importante é a extensa morte celular que ocorre apos a lesao,
uma vez que, o pré-requisito neurobiolégico fundamental para a regeneracao e
recuperacgédo funcional, € que os neurdnios mantidos sejam viaveis (FARONI et
al., 2015). A partir disso, descobriu-se que o exercicio na forma de treinamento
em esteira, tem efeitos benéficos sobre estes aspectos criticos da recuperagao
de nervos periféricos, denotando a importancia da introducéo do exercicio fisico
no tratamento dessas lesées (ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011).

Para otimizar o potencial de regeneracdo do sistema nervoso
perirférico, e proporcionar uma recuperacdo funcional eficaz, € necessario
utilizar uma combinacéo de técnicas terapéuticas (RAIMONDO et al., 2011), e
dentre essas técnicas disponiveis, destaca-se o uso do exercicio fisico, haja
visto que os estudos tém mostrado que o0 mesmo pode ser uma ferramenta
muito atil nesse processo (ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011), e a
reparagdo cirargica do nervo periférico €, na melhor das hipéteses, apenas
parcialmente neuroprotetora e depende de ocorrer em um prazo de até 24
horas apds a lesdo, para que se obtenha um bom resultado. No entanto, isso
nem sempre é clinicamente possivel, devido a lesdes concomitantes ou atraso
no diagnoéstico. Portanto, é necessaria uma abordagem de tratamento
alternativa (FARONI et al., 2015).

Contudo a literatura mostra evidéncias conflitantes sobre os efeitos
benéficos e deletérios do exercicio fisico sobre a regeneracdo do nervo
periférico. Variac6es no tipo de lesdo do nervo, o exercicio aplicado, tempo e
intensidade do treinamento, parecem ser 0s principais fatores que explicam
estes resultados controversos. Porém, acredita-se que a manutencao adequada
da atividade dos circuitos neurais e a atividade de musculos desnervados, resulta
no aumento da liberagcéo de fatores troficos, principalmente o BDNF, que agem
sobre os ax6nios em regeneracdo e sobre alteracdes centrais, acelerando o

processo de regeneracéo e recuperacao funcional (UDINA et al., 2011).
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Vérias formas de treinamento fisico sdo usadas na reabilitacao,
para ajudar a manter as propriedades musculares durante a desnervacao ou
paralisia, bem como para, promover a reducéo do edema inflamatério, da dor e
acelerar o processo de regeneracdo axonal, proporcionando a recuperacao
funcional apds lesbes neurais e doencas neurodegenerativas (UDINA et al.,
2011).

Pagnussat et al. (2012), verificaram o efeito da aplicacdo de dois
diferentes tipos de exercicios fisicos, sendo estes, o treinamento de agarrar e
treinamento em esteira, realizados por 3 semanas, sobre a recuperacao
funcional e morfolégica do nervo mediano e ulnar de ratos Wistar. Os autores
constataram que ambos os tipos de exercicios promoveram aceleracdo da
recuperacdo funcional e morfoldgica dos animais tratados comparados aos
animais do grupo controle, sendo que o exercicio em esteira apresentou uma
ligeira superioridade em relacédo ao exercicio de agarrar.

Em outro estudo, realizado por Teodori et al. (2011), foi verificado
a influéncia do exercicio fisico resistido de natacéo, iniciado em fase aguda (logo
apos a leséo) e tardia (14 dias apds a leséo), sobre a regeneracao de nervo
isquiatico de ratos Wistar, submetidos a axonotmese por compressao. Neste, 0
exercicio resistido de natacdo aplicado em ambas as fases da leséo, acelerou a
regeneracao do nervo isquiatico comparado ao grupo controle, reafirmando que
0 exercicio pode ser realizado também em fase inicial da lesédo. Entretanto em
um estudo anterior, feito por Oliveira et al. (2008), em que também foi testado a
influéncia da natacao, em fase inicial da lesdo compressiva do nervo isquiatico
de ratos Wistar, houve a conclusdo que o exercicio resistido proposto nao foi
eficaz para restaurar a funcionalidade do nervo nem o0s parametros
morfomeétricos.

Outros estudos que utilizaram diferentes formas de exercicios
mostraram uma ineficiéncia do exercicio sobre a regeneragao nervosa. Sobral et
al. (2008) aplicaram um protocolo de exercicio em esteira, iniciado em ambas,
fase imediata e tardia da lesdao, sobre a recuperagdo funcional e
histomorfométrica, do nervo isquiatico de ratos Wistar, e constataram que o
protocolo de exercicio, independente da fase de lesdo em que foi iniciado, nao
influenciou o brotamento axonal, o grau de maturagao das fibras nervosas e nem

a recuperacao funcional.
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Possamai, Siepko e Andre (2010), utilizaram um protocolo com
exercicio resistido de natacéo por 21 dias, e avaliaram a regeneracdo do nervo
isquiatico que foi comprimido, baseado em parametros funcionais e morfologicos
e verificaram que o exercicio foi incapaz de acelerar o processo regenerativo.
Mais tarde, em um outro estudo, Possamai et al. (2012), utilizaram um protocolo
de exercicio fisico em roda motorizada para ratos Wistar, o qual iniciou em
diferentes fases da lesdo, e concluiram que o exercicio fisico prejudicou a
viabilidade dos cotos neurais distais 0 que provavelmente foi a causa do atraso
na recuperacdo funcional da marcha desses animais.

O exercicio fisico resistido de subida em escada (8 séries com 2
minutos de intervalo, com uma sobrecarga aplicada a cauda do animal de 50 até
250 gramas, por cinco semanas), foi estudado e apontado por llha et al. (2008),
como uma ferramenta que ndo provocou alteracdes funcionais e morfolégicas
que levassem a um aumento da velocidade de regeneracdo do nervo isquiatico
em ratos Wistar, contudo, neste mesmo estudo, os autores verificaram
resultados positivos quanto a regeneracao do nervo isquiatico, quando se utilizou

como forma de terapia, 0 exercicio em esteira ergométrica.

3.4.1 Exercicio fisico sobre o processo inflamétorio e a dor neuropética

Em decorréncia da lesdo nervosa periférica e degeneracéo
Walleriana, ocorre o surgimento de um processo inflamatério e subsequente dor
neuropatica (UCEYLER; SOMMER, 2006), contudo o exercicio fisico pode atuar
de forma benéfica para atenuar estas reacoes.

Em resposta a uma infeccdo aguda ou trauma, ocorre mudancgas
nas proteinas chamadas de citocinas e nos inibidores de citocinas podendo
aumentar ou diminuir varias vezes (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). De forma
geral, as citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular que sao
secretadas, principalmente, mas nao exclusivamente, por células imunoldgicas,
tais como células T, macrofagos e neutrofilos. Outras células que secretam
citocinas incluem os queratindcitos, células dendriticas da pele, SC e as células
gliais do SNC. As citocinas atuam como mediadores intercelulares que regulam
as funcgodes e diferenciagdo de células vizinhas, e sdo produzidos em resposta a
doenga, a inflamagé&o, ou danos nos tecidos (LEUNG; CAHILL, 2010).
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Tendo em vista a recente descoberta de que a atividade fisica induz
um aumento nos niveis sistémicos de um numero de citocinas com propriedades
anti-inflamatorias, discute-se a possibilidade de que o exercicio fisico exerca tal
acao e, assim, proteja contra desordens crénicas associadas a inflamacéo
sistémica de baixo grau. Com isso, sabe-se que a IL-6 (interleucina-6) € a
primeira citocina presente na circula¢éo durante o exercicio, sendo que seu nivel
na circulagdo aumenta de um modo exponencial (até 100 vezes) em resposta ao
exercicio, visto que € produzida por meio da contracdo das fibras musculares, e
diminuida durante o periodo pdés-exercicio, seguido por um aumento na
producgéo de IL-1ra e IL-10. Com isso, sugere-se que as miocinas, como a IL-6,
podem estar envolvidas na mediacdo dos efeitos benéficos do exercicio para a
salde e que estes, em particular, estdo envolvidos na defesa contra as doencas
cronicas associadas com baixo grau de inflamacé&o. Contudo, considera-se que
0 aumento de IL-6 no plasma esté diretamente relacionado com a intensidade
do exercicio, duracdo, e massa muscular recrutada (PETERSEN; PEDERSEN,
2005).

Outro sintoma que pode ocorre apés uma LNP é a dor neuropatica,
tipo reconhecido de dor patoldgica, em que as respostas nociceptivas persistem
para além da resolugdo do dano do nervo ou seu tecido circundante. Muito
frequentemente, a dor neuropatica € desproporcionalmente aumentada em
intensidade (hiperalgesia) ou aparece em estimulos nao dolorosos (alodinia) em
relacdo aos estimulos (LEUNG; CAHILL, 2010).

A dor neuropética pode ser mediada pelo exercicio fisico, isso foi
concluido por meio do estudo de Lana; Paulino; Goncalves (2006), em que foi
verificado os efeitos dos exercicios fisicos de baixa e alta intensidade sobre a
hipernocicepgao. Para tanto, utilizaram ratos da linhagem Wistar, nos quais foi
induzida uma resposta inflamatéria aguda por meio da injecdo do irritante
carragenina 0,5%, no coxim plantar posterior esquerdo dos animais. Estes
animais foram tratados com 2 tipos de exercicios fisicos em esteira motorizada.
O primeiro caracterizado como sendo de baixa intensidade, constituiu-se de um
treinamento com duracdo de 12 semanas, 5 vezes por semana, 60 minutos por
dia e velocidade foi de 5 metros por minuto, atingindo na ultima semana, 15
metros por minuto, com uma inclinacdo da esteira ergométrica mantida em 1%,

durante todo o periodo do treinamento. O segundo padrédo de exercicio, dito de
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alta intensidade, foi caracterizado por ter duracao de duracdo de 11 semanas, 5
vezes por semana, iniciando com 15 minutos, 5 metros por minuto e 0% de
inclinag&o, progredindo para 75 minutos de duragao, velocidade de 25 metros
por minuto e 15% de inclinacéo. Constataram que o exercicio de alta intensidade
aumentou significativamente o limiar nociceptivo dos animais em comparacao
com o exercicio de baixa intensidade.

No estudo de Stagg et al. (2011), foi testada a hipétese de que o
exercicio aerdbico regular, iria reverter a dor neuropatica, melhorando os
sistemas de modulacdo da dor mediada por opidides enddgenos. Para tanto,
ratos da linhagem Sprague-Dawley foram submetidos a lesdo nervosa periférica
e tratados com exercicio em esteira motorizada, 5 dias por semana, durante 5
semanas, a uma velocidade de 14-16 metros por minutos com uma inclinacéo
de 8%. A duracao do exercicio foi gradualmente aumentada em 30 minutos por
dia durante 14 dias, sendo avaliado a sensibilidade térmica e tatil. Em alguns
animais foi administrado um medicamento antagonista de receptor opidide apos
o término das sessfes de treinamento (naloxona — 1mg/kg). Desta maneira foi
observado que o treinamento fisico moderado em esteira, conseguiu reverter 0s
sinais de dor neuropética por meio da acdo de opidides enddgenos em
comparacgao com o grupo de animais sedentarios. Contudo, a hipersensibilidade
sensorial retornou 5 dias apds a interrupcdo do treinamento fisico. Ainda, os
autores deste estudo ressaltam que o efeito do exercicio € dependente mais da
intensidade do que da frequéncia do exercicio.

Contrariamente, Gaffuri et al. (2011) aplicaram um protocolo de
exercicio fisico resistido de natacdo por 30 minutos com e sem sobrecarga de
10% do peso corporal e salto em meio aquatico, com sobrecarga de 50% do
peso corporal, 4 séries de 5 saltos em ratos Wistar, submetidos a compressao
do nervo isquiatico, e avaliaram a nocicepcao pés-realizacdo do exercicio, e
concluiram gue o exercicio fisico nos parametros aplicados nao foi eficaz para
reduzir o quadro algico dos animais, confirmando que o efeito do exercicio &

diretamente ligado a intensidade do mesmao.
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3.4.2 Efeito do exercicio fisico sobre a liberacdo de fatores neurotroficos

Atualmente n&o h& tratamentos farmacoldgicos disponiveis
clinicamente que proporcionem a regeneracao do nervo periférico. No entanto,
varias pequenas moléculas, peptideos, hormonios e fatores de crescimento tém
sido sugeridos como potenciais candidatos para melhorar a regeneracdo do
mesmo, reduzindo a morte neuronal apés a leséo e promovendo a regeneracao
axonal (FARONI, et al., 2015).

Fatores de crescimento dos nervos (neurotrofinas), sdo moléculas
que sdo naturalmente liberadas na terminacéo nervosa especialmente apés uma
LNP e tem por funcdo, promover o crescimento do nervo e prevenir a morte
neuronal (GRINSELL; KEATING, 2014). Portanto, a identificacdo de fatores
neurotréficos oferece a possibilidade de uma terapia molecular, como uma
abordagem potencial para promover a regeneracao nervosa (SUN, et al., 2009).

O Fator de crescimento neural (NGF), € um fator neurotréfico que
esta presente em baixas concentracdes em nervos saudaveis, porém, apés a
leséo do nervo, o NGF é aumentado no coto distal do mesmo e desempenha um
papel importante na sobrevivéncia de neurdnios, promovendo a proliferacéo e
diferenciacdo dos mesmos (SUN et al., 2009).

Da mesma forma, o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF),
tem sua expressdo aumentada transitoriamente em neurbnios motores e
sensoriais durante os primeiros 2-3 dias apos a lesdao do nervo
periférico. Todavia, apenas uma hora de exercicio em esteira, provoca um rapido
aumento na expressao desta neurotrofina, que dura pelo menos, uma semana,
entdo consequentemente, o BDNF auxilia efetivamente na regeneracéo axonal
(ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011, FARONI, et al 2015).

Em suma, abordagens que envolvam o exercicio tem a vantagem
de necessitar de baixa tecnologia e, portanto, serem de baixo custo, além de
gue, permite que 0s pacientes participem e assumam a responsabilidade por sua
propria recuperacdo. De fato, mesmo dentro dos estudos experimentais,
diferencas na intensidade, duracéo, frequéncia do exercicio e o tempo apés a
lesdo que levou para o treinamento ser iniciado, pode gerar diferentes
resultados. Contudo, a meta final & sempre atingir uma recuperacédo funcional
efetiva, o que requer uma quantidade suficiente de axdénios regenerados, a
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reinervacao apropriada do orgao alvo e também a restituicdo da conectividade
central adequada com os circuitos espinais. Desta maneira, os estudos
direcionam-se a estabelecer os parametros ideais de exercicio, para fins de
regeneneracao axonal (ENGLISH; WILHELM; WARD, 2014, UDINA et al., 2011).
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RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos do exercicio fisico resistido de subida em escada,
sobre 0 edema, nocicepcdo e regeneracdo do nervo isquiatico de ratos Wistar, submetidos
a compressdo do nervo isquiatico. Métodos: 24 ratos Wistar foram divididos em quatro
grupos com seis animais: grupo controle (GC), grupo exercicio (GE), grupo leséo (GL) e
grupo tratado (GLE). GL e GLE foram submetidos a compressdo do nervo isquiatico com
pinca hemostatica por 30 segundos. A partir do 3° dia apds a lesdo, iniciou-se o tratamento
com exercicio resistido de subida em escada para GE e GLE. O tratamento consistiu em
realizar duas séries de 10 subidas na escada, com sobrecarga de 100 gramas e intervalo
de um minuto entre uma série e outra. O estudo foi conduzido por 22 dias e nesse tempo
os animais foram avaliados quanto ao edema e nocicepc¢do. No 22° dia de pds-operatorio,
os animais foram anestesiados para retirada de um fragmento do nervo isquiatico para
analise do nimero de axénios e da densidade de fibras. Apds isso, ainda sob efeito da
anestesia, 0s animais foram eutanasiados. Os nervos coletados seguiram protocolo de
processamento histoldgico de rotina. Resultados: Com relacdo ao edema, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Para a nocicep¢do houve aumento do limiar
nociceptivo, comparando o GC com o0s demais. E para a analise morfométrica, nao
ocorreu diferenca significativa entre os grupos, quanto a quantidade de axénios e a
densidade de fibras. Conclusdo: O exercicio fisico resistido de subida em escada, nos
parametros propostos, ndo foi eficaz para reduzir o edema e a nocicepg¢do e aumentar o
namero de axonios e a densidade de fibras nervosas.

Descritores: Exercicio fisico, nervo isquiatico, medicao da dor, regeneragdo nervosa.
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ABSTRACT

Objective: To analyze the effects of resistance exercise climb stairs, on the edema,
nociception and regeneration of the sciatic nerve of Wistar rats subjected to compression
of the sciatic nerve. Methods: 24 Wistar rats were divided into four groups of six animals:
control group (CG), exercise group (EG), injury group (GL) and treated group (GLE). GL
and GLE were subjected to sciatic nerve compression with hemostat for 30 seconds. From
the 3rd day after injury, began treatment with resistance exercise climb stairs to GE and
GLE. The treatment consisted in performing two series of 10 climbs on the ladder with
100 grams overload and one minute interval between one series and another. The study
was conducted for 22 days, during which time the animals were evaluated for edema and
nociception. After 22 days after surgery, the animals were anesthetized for removal of a
sciatic nerve fragment analysis for the number of axons and fiber density. After that, still
under anesthesia, the animals were euthanized. Nerves collected following routine
histological processing protocol. Results: Regarding the edema, there was no significant
difference between groups. For nociception was increased nociceptive threshold,
comparing the GC with others. And for the morphometric analysis, no significant
difference between the groups regarding the amount of axon and fiber density.
Conclusion: The exercise resistance ladder climb, the proposed parameters, was not
effective to reduce edema and nociception and increase the number of axons and nerve
fiber density.

Keywords: Exercise physical, sciatic nerve, pain measurement, nerve regeneration.
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INTRODUCAO

A dor lombar é uma disfuncdo prevalente em aproximadamente 11,9% da
populacdo mundial, sendo que no Brasil, este indice atinge 65%, o que resulta em uma
grande demanda aos servicos de saude, tendo como principais sintomas, a incapacidade
funcional e dor, sendo que em alguns casos esta dor é irradiada para os membros
inferiores, 0 que caracteriza um quadro de ciatalgia, ou seja, comprometimento do nervo
isquidtico com dor ao longo do trajeto do mesmo [1, 2], e isto esta presente em 13% a
40% dos casos [3].

As causas gerais da ciatalgia sdo hérnias de disco, infec¢bes, compressao nervosa,
anomalias  congénitas,  doencas  neurolégicas  degenerativas,  disfuncdes
musculoesqueléticas, entre outras [3], o que resulta em danos que diminuem a qualidade
de vida das pessoas acometidas, gerando incapacitacéo fisica e a perda total ou parcial de
suas atividades produtivas, 0 que origina importantes consequéncias econémicas [4].
Além disso, muitas vezes a etiologia desse problema é mal compreendida, fazendo com
que os cuidados de salde prestados tenham pouca eficacia [5].

Os tratamentos para esta condic¢do clinica sdo variados, desde o conservador até o
tratamento cirdrgico, porém, tem-se dado atencdo especial ao desenvolvimento de
abordagens terapéuticas ndo cirdrgicas, que auxiliem no processo de regeneracdo e
melhora funcional apds lesdo nervosa periférica, dentre elas destaca-se o exercicio fisico
[6].

O exercicio fisico € um tratamento eficaz para varios transtornos dolorosos,
resultando em um aumento generalizado da toleréncia a dor, durante, imediatamente apds
e até 30 minutos de seu término, seja este aerdbico ou resistido. Entretanto, os
mecanismos fisioldgicos que explicam a acdo do exercicio sobre a dor, ndo estdo bem
detalhados, mas os dados de pesquisa disponiveis, sugerem que o exercicio fisico provoca
a liberacdo de opidides enddgenos e a ativacdo de mecanismos inibitérios nociceptivos
na coluna vertebral, levando a diminuigéo da sensagéo dolorosa [7].

E relatado na literatura, que o exercicio fisico atua também sobre o processo
inflamatorio, pois a contragdo muscular, estimula a liberagdo de citocinas anti-

inflamatorias e inibe a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias, auxiliando na atenuagao
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desse processo [8]. Contudo os efeitos do exercicio sobre esta variavel, esta diretamente
relacionada com a intensidade do mesmo [9].

Além disso, o exercicio fisico pode provocar alteracdes sobre a morfologia do
nervo periférico lesionado, influenciando sobre a velocidade de regeneracdo axonal, e
promovendo maior expressdo de proteinas que estimulam o crescimento neural [10].

Baseado no descrito acima, observa-se o0 quanto o exercicio fisico pode ser
positivo na recuperacdo de lesbes nervosas periféricas. Contudo a maioria dos estudos
que tratam esta problematica, utilizam a modalidade de exercicio aerdbico [9]. Logo, sdo
poucos os estudos que avaliaram a influéncia do exercicio resistido sobre a regeneracao
do nervo isquidtico, justificando a necessidade de mais pesquisas sobre esta tematica.
Desta maneira, este estudo objetivou analisar os efeitos do exercicio fisico resistido de
subida em escada, sobre o edema, nocicepc¢ao e regeneracdo do nervo isquiatico de ratos

Wistar, submetidos a modelo experimental de ciatalgia.

METODOS

O presente estudo caracteriza-se como sendo uma pesquisa experimental, de
natureza quantitativa e randomizada, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE em 04/2014, e

conduzido segundo as normas internacionais de ética em experimentacdo animal [11].

Grupo experimental

O grupo amostral foi composto por 24 ratos da linhagem Wistar [12], machos,
com idade média de 10 semanas, pesando em média 352 gramas, que foram obtidos junto
ao Biotério Central da Unioeste, e ficaram mantidos no Laboratorio de Estudo de Lesdes
e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF) da Unioeste, em caixas padréo de polipropileno,
em ambiente com temperatura controlada, em torno de 23+1°C, com fotoperiodo de 12
horas, recebendo &gua e racdo ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, compostos por
seis animais cada:

e GC — Grupo controle: os animais ndo foram lesionados nem submetidos ao

protocolo de exercicio.
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e GE - Grupo exercicio: os animais ndo foram lesionados, mas realizam o protocolo
de exercicio resistido de subida em escada.

e GL — Grupo leséo: os animais foram somente lesionados.

e GLE — Grupo lesdo + exercicio: os animais foram lesionados e submetidos ao

protocolo de tratamento com exercicio resistido de subida em escada.

Protocolo de producéo da lesédo

Os animais submetidos a lesdo por compressdao do nervo isquiatico, foram
previamente pesados e anestesiados com cloridrato de quetamina (95 mg/kg) e cloridrato
de xilazina (12 mg/kg), via intraperitoneal. Apos verificacdo do estado de consciéncia do
animal, por meio do pingamento da cauda e pregas interdigitais, foi realizada a tricotomia
da coxa posterior direita e assepsia da regido com uso de povidine. Em seguida, foi feita
uma incisdo, paralela as fibras do biceps femoral, expondo o nervo isquidtico e
subsequente compressdo do mesmo, com pinca hemostatica, durante 30 segundos [13],
com a finalidade de reproduzir dor crdnica no trajeto do nervo. A pressao de pingamento
foi padronizada para todos os animais, utilizando como referéncia o segundo dente da
cremalheira da pinca hemostatica, sendo sempre realizada pelo mesmo pesquisador. Apés
0 pincamento, foi realizada uma marcacdo no local da lesdo, por sutura epineural,
utilizando fio de nylon 10.0, a fim de facilitar a localiza¢éo da regido lesionada na coleta
do nervo [14]. Por fim, foi feita a sutura por planos e aplicado povidine sobre o local da

incisdo e entdo, os animais foram alojados nas mesmas condicdes pré-cirargicas.

Protocolo de tratamento com exercicio resistido de subida em escada

Para a realizacdo do tratamento com exercicio resistido, foi utilizada uma escada
vertical de madeira, que possuia 67 degraus de ferro, altura de 1,18 metros, largura de
20,5 cm e inclinacdo de 60° graus. No alto da escada, foi posicionado uma caixa escura,
com altura de 18,5 cm e largura de 15 cm, em que 0s animais descansavam entre uma
série e outra de exercicio [15].

O procedimento consistiu no animal realizar duas séries de 10 subidas na escada,
com sobrecarga de 100 gramas adaptada a sua cauda, e com intervalo de um minuto entre
uma série e outra. O protocolo iniciou a partir do terceiro dia ap6s o procedimento
cirargico (3° PO) e foi conduzido por um periodo de trés semanas, sendo realizadas 15

sessdes de tratamento, com intervalo de dois dias a cada cinco sessdes consecutivas de
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terapia. Para a realizacdo deste exercicio, todos o0s animais foram previamente

familiarizados com o equipamento durante duas semanas.

Avaliacdo do edema

Para o procedimento de avaliacdo do edema, foi utilizado o membro pélvico
direito de todos os animais, e ocorreu pela alteracdo volumétrica de liquidos (ml), por
meio de hidropletismografia, com a utilizagcdo de um Pletismometro de Pata, da marca
Insight®. Foi introduzido o membro pélvico direito dos animais, até o nivel do tornozelo,
em um recipiente com agua, e pelo deslocamento da agua o equipamento quantificava o
valor do edema. Os momentos de avaliacdo do edema iniciaram no 3°PO, sendo que a
AV1 ocorreu no 3° PO antes do primeiro tratamento e AV2, nesse mesmo dia, logo ap6s
0 tratamento; a AV3 no 7° PO ap0s o tratamento; AV4 no 10° PO antes do tratamento;
AV5 no 14° PO apos o tratamento; AV6 ocorreu no 21° PO apo6s o tratamento; e a Ultima

avaliacdo, AV7, ocorreu no 22° PO, antes da eutanasia dos animais.

Avaliacdo da nocicep¢ao

Para avaliacdo da nocicepcao foi utilizado o limiar de retirada a pressdo, com
auxilio de um analgesimetro digital, tipo filamento de Von Frey, da marca Insight®
(Ribeirdo Preto-SP). O equipamento consiste de um braco com uma ponteira descartavel
de polipropileno, com a capacidade de avaliar entre 0,1-1000 gramas, ligado a uma caixa
amplificadora, ou seja, € um transdutor de presséo adaptado a um contador digital de forca
expressa em gramas [16].

O filamento foi aplicado no local da lesdo do animal. Desta maneira, para
realizacdo do teste no local da lesdo, o animal foi contido manualmente e a ponta do
filamento foi aplicada perpendicularmente a area da incisdo cirdrgica, exercendo-se uma
forca com aumento gradual, até que o animal retirasse seu membro, e entdo o teste era
interrompido para registro do limiar de retirada.

Para facilitar a adaptacdo dos animais a este instrumento, nos trés dias anteriores
a lesdo, foi realizada a simulacéo desta avaliagéo [17].

As avaliacOes referentes & nocicepcdo ocorreram nos seguintes momentos: a
primeira avaliacdo (AV1) ocorreu pré-leséo; a AV2 no 3° PO antes do tratamento e AV3,
nesse mesmo dia, logo ap6s o tratamento; a AV4 no 7° PO apoés o tratamento; AV5 no
10° PO antes do tratamento; AV6 no 14° PO apo6s o tratamento; AV7 no 21° PO apds o
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tratamento; e a Ultima avaliagdo, AV8, ocorreu no 22° PO, anteriormente a eutanasia dos

animais.

Eutanasia dos animais e coleta das amostras

No 22° PO, os animais foram pesados e anestesiados, sendo dissecado e coletado
um fragmento de dois centimetros do nervo isquiatico posterior direito dos animais, distal
ao procedimento de compresséo, localizado a partir da sutura epineural, para realizagéo
da analise morfométrica. Apos isso, ainda sob efeito do anestésico, os animais foram

eutanasiados por meio de decapitacdo em guilhotina.

Anélise morfométrica

Os fragmentos dos nervos coletados foram fixados em paraformoldeido 4% e pos-
fixados em tetroxido de 6smio; posteriormente foram processados em técnica histologica
de rotina e submetidos a cortes transversais de 5 micrometros (um) de espessura [18]. A
partir das ldminas histoldgicas confeccionadas, foi utilizado a objetiva de 100X, para
fotomicrografar no aparelho Olympus BX 50, imagens em 4 campos visuais, localizados
sistematicamente em quadrantes superior esquerdo (Q1), superior direito (Q2), inferior
direito (Q3) e inferior esquerdo (Q4) [19]. Entdo, a partir destes quadrantes, foi realizado
a estimativa do nimero de ax6nios e da densidade de fibras nervosas, utilizando o
programa Image Pro-Plus 6.0.

Com base nas imagens fotomicrografadas, foi realizado a estimativa do nimero
total de axdnios, sendo contabilizados todos os axonios de cada um dos quatro quadrantes
e somado, considerando que foram incluidos na contagem os ax6nios que estivessem
tocando as bordas denominadas “de inclusdo” (superior e esquerda) e excluindo os que
tocassem as bordas “de exclusdo” (inferior e direita).

Para estimativa da densidade de fibras nervosas, foram contados 0s axonios em
cada um dos quadrantes e somados, posteriormente divididos pela area dos quadrantes, a
fim de se obter uma estimativa do nimero de axdnios contido neste nervo. Esta medida
expressa a estimativa da quantidade de fibras nervosas que existe por micrometro (um?)

de quadrante.

Anélise estatistica
Os resultados foram expressos mediante estatistica descritiva. A normalidade dos

dados foi analisada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os resultados da

47



avaliacdo funcional, foram submetidos a estatistica inferencial pelo teste de ANOVA
misto e os resultados da anélise morfométrica, pelo ANOVA unidirecional. Em todos os

casos o nivel de significancia aceito foi de a=5%.

RESULTADOS

Edema do membro pélvico direito dos animais:

Para os valores de edema, foi possivel observar diferenca significativa somente
entre as avaliacGes (F(6;15,05)=13,03; p<0,001), ndo ocorrendo diferenca entre os
grupos. Desta maneira, os resultados da AV7 foram menores do que todos o0s outros,
sendo os seguintes valores de p: AV7 comparada a AV1 (p=0.001), AV7 comparada a
AV2 e AV3 (p<0.001), AV7 comparada a AV4 (p=0,020), AV7 comparada a AV5
(p=0,002) e AV7 comparada a AV6 (p=0,018). Também AV3 mostrou resultados
significativos e maiores, comparados a todas as subsequentes avaliagOes, desta maneira
obteve-se os seguintes valores de p: AV3 comparada a AV4, AV5 e AV7 (p<0.001) e
comparada a AV6 (p=0,004), (tabela 1).

Nocicepgao no local da leséo:

Observando os dados das 8 avali¢des realizadas, foi possivel observar diferenca
significativa (F(7;14,76)=34,22; p<0,001), sendo que GC apresentou valor
significativamente maior que os demais (p<0.001). Para as comparacdes entre as
avaliacdes, foi possivel observar que: AV1 foi menor comparadaa AV7 e AV8 (p<0.001).
AV?2 também foi menor comparada com a AV4 em diante, com o valor de p oscilando
entre p<0.001 a p=0.009. AV3 foi menor comparada a AV5-AV8, com p<0.001 a
p=0.035. AV4 foi menor comparada a AV6-AV8, com p<0.001 a p=0.013. AV5 foi
menor comparada as duas Ultimas, sendo p=0.001 e p<0.001 respectivamente. E AV6 foi
menor comparada a AV8, tendo um p=0.001 (tabela 2).

NUmero de axonios:

Quanto ao nimero de axdnios, ndo houve diferenca significativa entre os grupos,
(F(3;20)=0,5412; p=0,6632) (Figura 1A).
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Densidade de fibras nervosas:
Com relagéo a densidade de fibras nervosas ndo foram encontrados diferengas
significativas entre os grupos, (F(3;20)=0,5412; p=0,6632), (Figura 1B).

DISCUSSAO

Este estudo, conduzido por 22 dias, testou um programa de treinamento fisico
resistido de subida em escada, em ratos Wistar, visando verificar a influéncia deste
exercicio, sobre o0 edema, a alteracdo dolorosa neuropatica e a morfometria do nervo
isquidtico, apds inducédo de lesdo nervosa periférica.

Com relacéo a andlise dos resultados, referentes a influéncia do exercicio proposto
sobre o0 edema, foi constatado que as primeiras avaliacdes, apresentaram valores maiores
que as Ultimas. Denotando que nas primeiras sessdes de treinamento, o volume do
membro posterior direito do animal estava maior, produzindo um maior deslocamento de
agua durante a realizagdo da avaliacdo. Isso pode indicar que nos primeiros dias pds-
inducdo da lesdo nervosa, 0s animais apresentavam mais edema. Porém, quando foram
comparados os resultados de edema intra-grupos, ndo foi possivel observar diferenca
estatisticamente significativa. Entretanto, observando as médias dos valores de edema de
cada grupo, nota-se que todos apresentaram um valor médio maior de deslocamento de
agua, na primeira avaliacdo comparada com a Gltima, apesar de ndo ter sido significativo.

Foi possivel observar no presente estudo, um aumento de edema na 3% avaliacéo
comparada as demais. Isso estd de acordo com o que a literatura apresenta, visto que,
segundo Grinsell e Keatin (2014), em torno de 24-48 horas ap0s a leséo, é o periodo em
que esta ocorrendo maior acimulo de macréfagos e células de schwann no local da leséo,
denotando entdo, um aumento do processo inflamatério no local da lesdo neste
momento[20].

Outro fator que merece destaque, € que apesar de ndo existir diferencas entre 0s
grupos, a reducdo dos valores observada entre as avaliacGes, pode também indicar
hipotrofia muscular, ndo apenas reducao de edema, ou seja, durante o periodo do estudo,
a musculatura esquelética inervada pelo nervo isquiatico, pode ter sofrido hipotrofia, o
que consequentemente reduziria os valores de edema. Zhao et al., (2012), destaca em seu
estudo, que a lesdo do nervo isquidtico causou atrofia e hipotrofia do musculo
gastrocnémio, em ratos da linhagem Sprague-Dawley, a partir de 2 semanas ap0s a leséo

[21]. Contudo a literatura mostra que o exercicio fisico pode auxiliar na atenuacdo do
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processo inflamatdrio, pois por meio da ativacéo de fibras musculares, ocorre a producao
de interleucina-6 (IL-6), que se comporta como uma citosina anti-inflamatéria. Por sua
vez, esta citocina, estimula o aparecimento na circulagdo, de outras citocinas anti-
inflamatdrias, tais como interleucina-1ra (IL-1ra) e a interleucina-10 (IL-10) e ainda inibe
a producao da citocina pro-inflamatéria TNF-a [9].

No estudo de Belotto et al., (2010), foi investigado o efeito de um regime de
exercicio moderado em esteira, por trés semanas, sobre marcadores inflamatorios e
funcbes de leucdcitos, em ratos Wistar diabéticos. Foi observado que o protocolo de
exercicio aplicado, ndo foi capaz de causar diferenca significativa entre o grupo
exercitado e o controle, com relagdo aos niveis de IL-1ra e IL-10, entretanto, os animais
que se exercitaram, obtiveram uma reducéo de citosinas pré-inflamatdrias comparado aos
animais sedentarios. E que ainda a quantidade liberada de neutrofilos e macréfagos nos
ratos diabéticos sedentarios foi mais elevado que no grupo exercitado [22].

Ainda cabe ressaltar que, o fato de ndo ter sido encontrado diferenca
estatisticamente significativa na comparacao entre 0s grupos, pode estar relacionado aos
parametros do exercicio aplicado. Porém ha uma linha ténue no quesito intensidade de
exercicio, pois se forem extenuantes, podem provocar uma lesdo muscular e ativacao de
citocinas pré-inflamatdrias, piorando o processo inflamatério [9].

No estudo de English, Wilhelm, Sabatier (2011), que teve como objetivo,
comparar os efeitos do exercicio fisico aer6bico de baixa e alta intensidade em esteira
ergomeétrica, sobre a resposta inflamatoria aguda, induzida por injecédo de carragenina, no
coxim da pata posterior esquerda de ratos Wistar, foi utilizado um protocolo de exercicio
fisico de baixa intensidade, conduzido por 12 semanas, com velocidade de 15m/min por
60 minutos por dia. E um protocolo de treinamento de alta intensidade, que ocorreu por
11 semanas, com velocidade de 25 m/min, 75 minutos por dia. Concluiram que o
exercicio reduziu o edema inflamatério, porém que a eficacia deste, esta diretamente
relacionado com a intensidade, frequéncia e duracdo do mesmo, pois 0 exercicio mais
eficiente foi o de alta intensidade [10].

No estudo de Antunes et al., (2012), foi verificado os efeitos do exercicio fisico
resistido de salto em meio aquético, sobre o edema inflamatoério, causado por lesdo
traumatica no tend&o calcaneo dos animais. O protocolo de exercicio consistiu em realizar
duas séries de cinco saltos ou quatro séries de cinco saltos na &gua por uma semana. Com
isso constataram que o exercicio foi ligeiramente benéfico na redugdo do edema, sendo o

segundo protocolo mais eficaz [23]. Cabe destacar também, que no presente estudo, ndo
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foi realizada uma avaliacdo de edema pré- lesdo, o que impossibilitou uma comparagéao
com valores pré cirdrgicos, sendo esta uma limitagéo deste estudo.

Sobre os resultados da andlise nociceptiva, observou-se que com o passar das
avaliacOes este limiar foi aumentando, visto que os valores médios nas primeiras
avaliacdes foram menores comparados as Ultimas, 0 que representa que 0s animais
estavam suportando menos pressdo no inicio do estudo do que no final. Entretanto na
comparagdo entre os grupos, somente houve resultado estatisticamente significativo,
comparando o grupo controle com os demais.

O uso do exercicio fisico é utilizado como uma abordagem ndo farmacoldgica
para o tratamento da dor neuropética periférica. Esta foi a conclusdo do estudo de Belotto
etal., (2010), que testou o efeito do exercicio de natagdo na alodinia ao frio e hiperalgesia
ao calor, num modelo de ciatalgia, em ratos Sprague-Dawley e camundongos CD1.
Observaram que 18 a 25 dias de natacdo apés lesao nervosa, diminuiu alodinia ao frio e
a hiperalgesia térmica nos animais, e 7 dias de natacdo, diminuiu a hiperalgesia térmica
[22].

Como ja visto, no presente estudo ndo ocorreu diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, isso pode estar relacionado com o protocolo de exercicio
aplicado, que pode ter sido muito leve, visto que foram realizadas somente duas séries de
10 subidas na escada e ndo foi controlado valores de repeticdio méaxima, logo
possivelmente seria necessario ter aplicado um protocolo de exercicio com uma
intensidade maior.

Galdino, Duarte, Perez (2010), investigaram a influéncia de diferentes protocolos
de exercicios resistido, por meio de um modelo de levantamento de peso, sobre o limiar
nociceptivo de ratas Wistar. O protocolo de exercicio consistia em 15 séries de 15
repeticdes do exercicio ou 3 séries de 10 repeticGes, com carga de até 75% de uma
repeticdo maxima, durante 12 semanas. Um grupo de animais foi submetido ao protocolo
de exercicios associado ao uso de uma droga chamada Naloxona (antagonista de opidides
enddgenos), e observaram que o 1° protocolo foi o mais eficiente, aumentando
significativamente o limiar nociceptivo, e que 0 grupo que associou o exercicio com o
uso de Naloxona, ndo obteve melhora da dor [24].

Em um estudo prévio realizado no mesmo laboratdrio do presente, avaliou-se a
eficacia do exercicio fisico de natacdo durante 30 minutos, com sobrecarga de 10% do
peso corporal, e salto, com sobrecarga de 50% do peso corporal, sendo 4 séries de 5 saltos,

por cinco sessdes, sobre o quadro algico de ratos Wistar, submetidos a um modelo
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experimental de ciatalgia, sendo que o exercicio ndo foi eficaz para reduzir o quadro
algico dos ratos submetidos a ciatalgia [25]. Logo, novamente cabe ressaltar o papel da
intensidade do exercicio sobre o efeito de reducdo da dor, o que possivelmente, foi o
principal motivo de ndo se ter encontrado diferenca significativa entre os grupos deste
estudo.

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados do presente estudo, foi o
tempo que demorou para ser avaliado os animais apos a realizacdo do exercicio, pois,
como observado também no estudo de Galdino, Duarte, Perez (2010), o efeito do
exercicio sobre a nocicep¢do ocorre por um periodo curto apds 0 exercicio,
aproximadamente 15 minutos, sendo necessario a reavaliacdo rapidamente [24].

No presente estudo foi verificado também o nimero de ax6nios e a partir desse
dado, calculado a média de densidade de fibras nervosas, sendo que para ambos, néo foi
obtido diferenca significativa. Esses dados sdo coerentes, visto que nas imagens
analisadas, foi visto que apesar do nimero de axdnios ndo ter sido diferente entre os
grupos, o didmetro dos mesmos era menor nos grupos lesionados, contudo, foram
selecionados e contadas os axdnios em cada um dos 4 quadrantes, localizados na periferia
da imagem. Porém, posteriormente foi observado nas laminas histologicas, que a periferia
do nervo geralmente apresentava-se com as fibras mais integras do que o centro do
mesmo. Entdo mesmo nos grupos que sofreram lesGes, as fibras nervosas mais periféricas
estavam mais integras do que as centrais, e isto pode ter influenciado nestes resultados.

Bonetti et al., (2015), avaliaram, a influéncia do exercicio resistido sobre o grau
de regeneracdo do nervo isquiatico em ratos Wistar, pos lesdo por pincamento, baseando-
se em analises morfométricas da porcéo distal do nervo. Uma das medidas realizadas nos
nervos, foi a densidade de fibras nervosas, e diferentemente do presente estudo,
constataram que o grupo exercitado obteve valores menores de densidade comparado ao
grupo placebo e lesdo, porém sugeriram que isto pode ter ocorrido pois o grupo lesao,
apresentava grande quantidade de fibras apesar de serem de diametros menores [26].

Em suma, conclui-se que o exercicio fisico resistido de subida em escada, nos
parametros propostos, ndo foi eficaz para reduzir o edema, aumentar o limiar nociceptivo
e a quantidade e densidade de fibras nervosas significativamente, neste modelo

experimental de ciatalgia.
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Tabela 1 - Dados referentes a estimativa de edema, no membro posterior direito da pata
dos animais, submetidos ou ndo ao exercicio resistido de subida em escada (média +
desvio padrdo em ml).

GRUPOS - MEDIA/DESVIO-PADRAO

AVALIACOES

AV1
AV2
AV3e
AV4
AV5
AV6
AV7e
MEDIA

CONTROLE
(GC)

2,38+0,23
2,34+0,49
2,28+0,26
2,09+0,24
1,78+0,26
1,90+0,46
1,89+0,37
2,09+0,33

EXERCICIO

(GE)

1,99+0,31
1,79+0,44
2,38+0,28
1,95+0,20
2,15+0,19
2,01+0,22
1,59+0,28
1,9540,27

LESAO
(GL)

1,93+0,37
2,13+0,33
2,29+0,21
1,96+0,39
2,05+0,18
1,94+0,22
1,45+0,17
1,96+0,26

(*) Diferenca significativa comparada as demais avaliagdes, considerando p<0,005.

TRATADO
(GLE)

2,07+0,35
2,3+0,37
2,33+0,31
1,88+0,29
1,92+0,06
240,31
1,83+0,11
2,04+0,25

Tabela 2 - Dados referentes a nocicepcao no local da lesdo, no membro posterior direito
dos animais, submetidos ou ndo ao exercicio resistido de subida em escada (média
desvio padrdo em gramas).

GRUPOS - MEDIA/DESVIO-PADRAO

AVALIACOES

AV1e
AV2e
AV3e
AV4e
AV5e
AV6e
AV7
AV8
MEDIA

CONTROLE
(GC)

296,27+44,35
227,33+23,71
287,16+43,22
284,44+28,90
354,38+56,39
365,83+78,73
327,94+ 0,37
338,77+31,05
310,26+38,34

EXERCICIO
(GE)

222,70+41,99
212,20+43,32
214,45%29,85
212,58+32,33
193,08+33,39
244,12+54,59
308,45+30,78
332,20+51,73

242,47+39,74*

LESAO
(GL)

185,57+37,15
217,19+28,82
200,57+28,27
242,19+34,86
262,00+28,64
245,38+43,24
323,19+32,17
347,95+28,93

252,99+32,76*

TRATADO
(GLE)

229,29+38,62
203,70+29,72
203,54+40,02
262,37+23,50
232,15+15,61
261,12 £22,70
282,45+35,28
307,29+27,63
247,73+£29,13*

(*) Diferencas significativas comparadas a avaliagdes subsequentes; (*) diferenca significativa comparada
com G1, considerando p<0,005.
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Figura 1. Representacdo gréafica dos resultados refentes a morfometria. (A), nimero total de ax6nios de
cada grupo, ndo sendo encontrado diferencga significativa; (B), densidade de fibras nervosas para cada

grupo, sem diferenca significativa.
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APENDICE A

Figura 1 - Fotorafias da apresentag e ompresséo do nervo isquiatico. Em (A), exposi¢do do nervo
isquiatico direito (seta fina preta). Em (B), nervo isquiatico direito sendo comprimido com uso de pinga
hemostatica (seta grossa preta).

Figura 2 — Fotografia do animal realizando o exercicio resistido de subida de escada.
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Figura 3 - Avaliacdo do edema. Em (A), pletismosmétro de pata. Em (B), pocisionamento do animal para
avaliacéo.

Figura 4 - Avaliagdo da nocicepg¢do. Em (A), equipamento de analgesimetro digital, do tipo filamento de
Von Frey. Em (B), posicionamento do animal para avaliacdo da nocicepgéo no local da leséo.
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RESUMO

Objetivo: verificar a influéncia do exercicio resistido de subida em escada, sobre a
nocicepc¢ao, regeneracao axonal e expressao de NGF e BDNF no nervo isquiatico de ratos
Wistar. Métodos: 24 ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: grupo controle
(GC), grupo exercicio (GE), grupo lesdo (GL) e grupo tratado (GLE). G3 e G4 foram
submetidos a compressdo do nervo isquiatico com pinga hemostéatica por 30 segundos. A
partir do 3° dia apds a lesdo, iniciou-se o tratamento com exercicio resistido de subida em
escada. O tratamento consistiu em realizar duas séries de 10 subidas na escada, com
sobrecarga de 100 gramas e intervalo de um minuto entre uma série e outra. O estudo foi
conduzido por 22 dias e nesse tempo os animais foram avaliados quanto a alodinia na
regido plantar. No 22° dia de pds-operatorio, os animais foram anestesiados para retirada
de um fragmento do nervo isquiatico para analise morfolégica e molecular. Apds isso,
ainda sob efeito da anestesia, os animais foram eutanasiados. Os nervos coletados
seguiram protocolo de processamento histoldgico de rotina. Resultados: Com relagéo a
alodinia, GC obteve valores menores que GE e maiores que GL e GLE, e a primeira
avaliacdo foi maior que as demais. Os resultados histolégicos mostraram que GC e GE,
apresentavam aspecto normal em todo o tecido nervoso, ja GL e GLE, mostraram-se com
grande quantidade de infiltrado inflamatorio, degeneracéo e desorganizagdo das fibras
nervosas, € reducdo da bainha de mielina, contudo GLE, apresentou algumas fibras
regeneradas. Os dados morfométricos mostraram que ndo houve variacdo quanto ao
namero de axdnios, porém os diametros da fibra nervosa, dos ax6nios, a espessura da
bainha de mielina e 0 quociente G, foram significativos, se apresentando maiores nos
grupos ndo lesionados. Por fim, na analise molecular, foi observado que somente o fator
neurotrofico derivado do encéfalo, é que se mostrou aumentado nos grupos lesinados.
Conclusédo: O exercicio fisico resistido de subida em escada, nos parametros propostos,

néo foi eficaz para acelerar o processo regenerativo dos axonios.

Descritores: Exercicio fisico, nervo isquiatico, regeneracdo nervosa.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the influence of resistance exercise climb stairs on nociception,
axonal regeneration and expression of NGF and BDNF in the sciatic nerve of Wistar rats.
Methods: 24 Wistar rats were divided into four groups: control group (CG), exercise
group (EG), injury group (GL) and treated group (GLE). G3 and G4 were subjected to
sciatic nerve compression with hemostat for 30 seconds. From the 3rd day after injury,
began treatment with resistance exercise climb stairs. The treatment consisted in
performing two series of 10 climbs on the ladder with 100 grams overload and one minute
interval between one series and another. The study was conducted for 22 days, during
which time the animals were assessed for allodynia on the plantar region. After 22 days
after surgery, the animals were anesthetized for removal of a nerve sciatic fragment for
morphological and molecular analysis. After that, still under anesthesia, the animals were
euthanized. Nerves collected following routine histological processing protocol. Results:
Regarding allodynia, GC obtained values less than GE and larger than GL and GLE and
the first assessment was higher than the others. Histological results showed that GC and
GE, had normal appearance throughout the nervous tissue, as GL and GLE showed up
with large amounts of inflammatory infiltration, degeneration and disruption of nerve
fibers, and reduction of the myelin sheath, however GLE, He presented some regenerated
fibers. The morphometric data showed that there was no change in the number of axons,
but the diameters of the nerve fiber, the axon, the thickness of the myelin sheath and the
G ratio were significant, presenting higher in groups uninjured. Finally, molecular
analysis, it was observed that only the brain-derived neurotrophic factor, is that proved
increased in lesinados groups. Conclusion: resistance exercise climb stairs, the proposed

parameters, was not effective to speed up the regenerative process of axons.

Keywords: Exercise physical, sciatic nerve, nerve regeneration.
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INTRODUCAO

As lesdes nervosas periféricas representam um problema clinico, e provocam um
impacto profundo e permanente sobre a qualidade de vida do paciente, alterando sua
capacidade para realizar as atividades de vida diaria, bem como seu retorno ao trabalho
(Faroni et al., 2015). Estima-se que, em torno de vinte milhdes de americanos sofram
lesbes de nervo periférico, o que resulta em aproximadamente 150 bilhdes de dolares
gastos anualmente com cuidados de saude nos Estados Unidos (Grinsell & Keating,
2014).

As causas mais comuns de lesdes nervosas periféricas sao acidentes com veiculos
automotores, lacera¢fes com objetos pontiagudos, fraturas, ferimentos por arma de fogo
ou arma branca, entre outras (Eser et al., 2009). Em estudo retrospectivo, Saadat, Eslami
& Rahimi-Movaghar (2011) avaliaram 16753 pacientes com algum tipo de lesdo nervosa
periférica, e verificaram que 90% destes tinham menos de 50 anos de idade, sendo que as
principais causas que levaram a este problema, foram acidentes de transitos, para 58% do
entrevistados e quedas para 25%, demonstrando que as causas traumaticas Ssdo
comumente responsaveis por este tipo de lesdo, as quais ocorrem principalmente em
individuos com idade produtiva.

Em casos de lesbes nervosas periféricas localizadas nos membros inferiores, o
nervo mais frequentemente acometido é o isquiatico (Eser et al., 2009), sendo que as
lesBes ocorrem principalmente devido a compresséo de raiz nervosa, fratura de colo de
fémur, luxacdo de quadril, contusdes, causas iatrogénicas, podendo gerar déficts motores,
sensoriais e dor neuropatica ao longo do trajeto do nervo (Kim et al., 2004).

Apesar do sistema nervoso periférico (SNP) ter uma capacidade intrinseca de se
regenerar, as opc¢des de tratamento disponiveis, em casos graves de compressao, geram
resultados insatisfatorios, sendo que atualmente o tratamento de escolha é a reparagdo
microcirdrgica (Faroni et al., 2015), porém, tem-se dado atencdo especial ao
desenvolvimento de abordagens terapéuticas ndo cirurgicas, que auxiliem no processo de
regeneracdo e melhora funcional ap6s uma lesdo nervosa periférica, dentre elas destaca-
se 0 exercicio fisico (Albornoz et al., 2011).

O exercicio fisico pode contrubuir para o tratamento da lesdo nervosa periférica,
pelo menos em parte, pois induz a sintese de fatores neurotréficos, que estimulam o

crescimento neural. Portanto, o exercicio terapéutico, poderia formar um meio Gtil para a
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estimulacdo do crescimento e regeneracdo de axonios periféricos (English, Wilhelm &
Sabatier, 2011).

Alguns fatores neurotréficos sdo produzidos e liberados pelas células de Schwann,
e entdo provocam um efeito de neurotropismo, ou seja, guiam o coto do nervo até seu
orgdo alvo. Diferentes fatores ja foram identificados, incluindo o fator de crescimento
neural (NGF) e o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) (Ruiter et al., 2014).

Além disso, a literatura mostra que o exercicio fisico poderia amenizar a dor
neuropatica, pois pode provocar a liberacdo de opidides enddgenos no organismo, o que
consequentemente leva a reducdo da dor (Stagg et al., 2011). Desta meneira, 0 exercicicio
fisico poderia influenciar de forma benéfica, no tratamento de lesdes nervosas periféricas.
Contudo, a maior parte dos estudos que fizeram uso do exercicio fisico para este fim
utilizaram o exercicio aerdbico, e poucos estudos utilizaram exercicio fisico resistido
(Boeltz et al., 2013). Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia
do exercicio resistido, de subida em escada, sobre a nocicepcdo, regeneracao axonal e
expressao de NGF e BDNF no nervo isquiatico de ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo caracteriza-se como sendo uma pesquisa experimental, de
natureza quantitativa e randomizada, o qual foi desenvolvido no laboratério de Estudo de
Lesdes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF), no laboratério de Biologia Estrutural e
Funcional (LABEF) e no Laboratério de Fisiologia Endocrina e Metabolismo (LAFEM),
da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste) — Campus de Cascavel, sendo
que este, foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), em 04/2014

(anexo 1).

Grupos amostral

O grupo amostral foi composto por 24 ratos da linhagem Wistar, machos, com
idade média de 10 semanas, pesando em média 352 gramas, 0s quais foram obtidos junto
ao Biotério Central da Unioeste, e ficaram mantidos no LELRF, em caixas padrdo de
polipropileno, em ambiente com temperatura de 23+1°C, com fotoperiodo de 12 horas,
recebendo &gua e racdo ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, compostos por

seis animais cada:
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e GC — Grupo controle: os animais ndo foram lesionados nem submetidos
ao protocolo de exercicio.

e GE — Grupo exercicio: os animais nao foram lesionados, mas realizam o
protocolo de exercicio resistido de subida em escada.

e GL — Grupo Lesao: os animais foram somente lesionados.

e GLE — Grupo Tratado: os animais foram lesionados e submetidos ao

protocolo de tratamento com exercicio resistido de subida em escada.

Protocolo de Producédo da Leséo

Os animais, submetidos a lesdo por compressdo do nervo isquiatico, foram
previamente pesados e anestesiados com cloridrato de quetamina (95 mg/kg) e cloridrato
de xilazina (12 mg/kg), via intraperitoneal. Apos verificacdo do estado de consciéncia do
animal, por meio do pingamento da cauda e pregas interdigitais, foi realizada a tricotomia
da coxa posterior direita e assepsia da regido com uso de povidine. Em seguida, foi feita
uma incisdo, paralela as fibras do musculo biceps femoral, expondo o nervo isquiatico e
subsequente compressdo do mesmo, com pinca hemostatica, durante 30 segundos, com a
finalidade de reproduzir dor crénica no trajeto do nervo (Bridge et al., 1994).

A presséo de pingamento foi padronizada para todos os animais, utilizando como
referéncia o segundo dente da cremalheira da pinca hemostética, sendo sempre realizada
pelo mesmo pesquisador. Apds o pincamento, foi efetuado uma marcacao no local da
lesdo, por meio de sutura epineural, utilizando fio de nylon 10.0, a fim de facilitar a
localizagéo da regido lesionada na coleta do nervo (Mazzer et al., 2008). Por fim, foi feita
a sutura por planos e aplicado povidine sobre a incisdo, e entdo, os animais foram alojados

nas mesmas condicdes pré-cirargicas.

Protocolo de tratamento com exercicio resistido de subida em escada

Para a realizacéo do tratamento com exercicio resistido, foi utilizada uma escada
vertical de madeira, que possui 67 degraus de ferro, altura de 1,18 metros, largura de 20,5
cm e inclinacdo de 60° graus. No alto da escada, foi posicionada uma caixa escura com
altura de 18,5 cm e largura de 15 cm, em que 0s animais descansavam entre uma série e
outra de exercicio (Hornberger & Farrar, 2004).

O procedimento consistiu no animal realizar duas séries de 10 subidas na escada,

com sobrecarga de 100 gramas adaptada a sua cauda, e com intervalo de um minuto entre
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uma serie e outra. O tratamento com exercicio resistido de subida em escada iniciou, a
partir do terceiro dia ap6s o procedimento cirdrgico (3° PO) e foi conduzido por um
periodo de trés semanas, sendo realizado 15 sessdes de tratamento, com intervalo de dois
dias a cada cinco sessdes consecutivas de terapia. Para a realizacdo do exercicio em
escada, todos os animais foram previamente familiarizados com o equipamento durante

duas semanas anteriores a cirurgia.

Metodos de avaliacao
Avaliacdo da alodinia

Para avaliagdo da alodinia foi utilizado o limiar de retirada a presséo, com auxilio
de um analgesimetro digital, tipo filamento de Von Frey, da marca Insight® (Ribeirdo
Preto-SP). O equipamento consiste de um braco com uma ponteira descartavel de
polipropileno, com a capacidade de avaliar entre 0,1-1000 gramas, ligado a uma caixa
amplificadora, ou seja, é um transdutor de pressao adaptado a um contador digital de forca
expressa em gramas (Vivancos et al., 2004).

O filamento foi aplicado na regido plantar da pata posterior direita do animal.
Para tanto, o animal foi mantido em caixa de madeira elevada, com piso de tela, e com o
filamento posicionado a 90° graus com a pata do animal, foi aplicada uma pressdo com
aumento gradual nesta regido, até que o animal retirasse o seu membro, anotando-se em
seguida o valor do limiar de retirada apontado pelo aparelho. Para facilitar a adaptacédo
dos animais a este instrumento, nos trés dias anteriores a lesdo, foi realizada a simulagédo
desta avaliagdo (Gaffuri et al., 2011).

As avaliacOes referentes & alodinia ocorreram nos seguintes momentos: a
primeira avaliacdo (AV1) ocorreu pré-lesdo; a AV2 no 3° PO antes do tratamento e AV3,
nesse mesmo dia, logo apds o tratamento; a AV4 no 7° PO apds o tratamento; AV5 no
10° PO antes do tratamento; AV6 no 14° PO ap06s o tratamento; AV7 no 21° PO ap6s o
tratamento; e a Ultima avaliacdo, AV8, ocorreu no 22° PO, anteriormente a eutanasia dos

animais.

Eutanasia dos animais e coleta das amostras
No 22° PO, os animais foram pesados e anestesiados, sendo dissecado e coletado
um fragmento de dois centimetros do nervo isquiatico posterior direito dos animais, distal

ao procedimento de compresséo, localizado a partir da sutura epineural, para realizagédo
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de anélise morfoldgica e molecular. Apos isso, ainda sob efeito do anestesico, 0s animais

foram eutanasiados por meio de decapitagdo em guilhotina.

Analise morfologica

Uma parte, dos fragmentos dos nervos coletados, foi fixado em bouin, inclusos
em parafina e submetidos a cortes transversais de 5 micrometros (um) de espessura, com
posterior coloracdo pela técnica hematoxilina e eosina (HE), para realizacdo da anélise
histologica (Junqueira & Carneiro, 2008). Outra porcao desses fragmentos, foi fixada em
paraformoldeido 4% e pos-fixada em tetroxido de dGsmio, processada em técnica
histoldgica de rotina e submetidos a cortes transversais de 5 um de espessura, para

realizacdo da analise morfométrica (Di Scipio et al., 2008).

Analise histologica

Na analise histoldgica, foram observadas e descritas as caracteristicas visualizadas
no laminario, quanto as seguintes estruturas: epineuro, perineuro e endoneuro, fibra
nervosa, infiltrado inflamatorio, células de Schwann, fibroblastos e vasos sanguineos. Os
resultados foram apresentados de forma descritiva, a partir de uma detalhada observacao
do laminéario e ilustrados em uma prancha histoldgica, montada com as imagens

fotomicrografadas de cada grupo.

Anélise morfométrica

A partir das laminas histoldgicas confeccionadas, foi selecionado um corte de
cada, o qual foi fotomicrografado no aparelho Olympus BX 50. Usando a objetiva de
100X, foram capturadas imagens em 4 campos visuais, localizados sistematicamente em
quadrantes superior esquerdo, superior direito, inferior direito e inferior esquerdo,
seguindo as recomendacdes de Geuna et al. (2001), e posteriormente as imagens foram
analisadas usando o programa Image Pro-Plus 6.0.

Com base nas imagens fotomicrografadas, foi realizado a medida do diametro
da fibra nervosa (DFN), do axdnio (DAX), e da espessura da bainha de mielina (EBM),
e 0 quociente G (razdo entre 0 DAX/DFN). Estas mensuracdes foram efetuadas em 100
axonios por nervo, sendo 25 em cada quadrante, a fim de se obter um nimero equivalente
para comparagdes entre 0os mesmos, sendo realizadas as cegas sempre pelo mesmo

examinador.
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Anélise molecular

Foram avaliados a expressdo de 2 fatores de crescimento neural no nervo
isquitico, 0 NGF e o BDNF, por meio da técnica de Western blotting. Para tanto, um
fragmento do nervo isquiatico foi retirado e colocado em solucdo de RNA Later por 24
horas, ap6s isso foi homogeneizado em tampdo de extracdo. Os extratos foram
centrifugados a 15000 rpm a 4°C por 40 minutos, para remocao do material insoltvel. A
concentracdo proteica foi determinada usando o método de Bradford com reagente da
BioRad. As amostras foram tratadas com tampdo Laemmli contendo DTT 10 mM,
aquecidas em agua fervente por 5 min. Aliquotas com concentragdes proteicas iguais
foram aplicadas no SDS-PAGE (6 a 10% de Trisacrilamida) em aparelho minigel com
marcadores de pesos moleculares conhecidos. Ap6s corrida, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada por duas horas em
solucdo bloqueadora para diminuir a ligacdo inespecifica das proteinas. A seguir as
membranas foram incubadas com anticorpos especificos para as diferentes proteinas a
serem analisadas. Subsequentemente, as membranas foram incubadas por uma hora com
anticorpo secundario. As bandas proteicas especificas foram detectadas por
qguimioluminecéncia e expostas a filmes fotograficos. As intensidades das bandas foram

quantificadas por densiometria dptica.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos mediante estatistica descritiva. A normalidade dos
dados foi analisada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Em seguida, os resultados da
avaliacdo funcional, foram submetidos a estatistica inferencial pelo teste de ANOVA
medidas mistas; os resultados da analise morfométrica, pelo ANOVA unidirecional com
pos-teste t e os resultados da analise molecular foram submetidos ao teste ndo paramétrico

de Kruskal-Wallis. Em todos os casos o nivel de significancia aceito foi de a=5%.

70



RESULTADOS

Avaliacdo da alodinia na regido plantar

Analisando os dados das oito avaliacbes realizadas, foi possivel observar
diferenca significativa (F(7;15,01)=20,55; p<0,001), na comparagdo entre 0S grupos e
entre as avaliagdes.

Na compracéo entre os grupos, verificou-se diferenca significativa entre GC com
0s demais, em que este apresentou resultados menores que GE (p<0,012), e maiores que
GL (p<0,001) e GLE (p<0,001). Também foi significativa a comparacdo de GE com GL
e GLE, sendo que o GE apresentou resultados maiores (p<0,001). Para as comparagdes
entre as avaliacOes, foi possivel observar que AV1 foi maior que AV2 — AV7 (p<0.001)
e maior que AV8 (p=0.001), e AV4 foi menor comparada com AV7 (p=0,002) e AV8
(p=0,011) (Tabela 1).

Avaliacao histoldgica

A andlise histoldgica do nervo isquiatico do grupo controle (GC), revelou que as
fibras nervosas se apresentavam com padréo de normalidade, com diferentes diametros,
presenca de nucleos de células de Schwann na periferia da bainha de mielina e nucleos
de fibroblastos no endoneuro. O perineuro constituido de tecido conjuntivo modelado, se
apresentou envolvendo todo o nervo, formando camadas concéntricas ao redor do mesmo;
neste também foram visualizados ndcleos pavimentosos de fibroblastos. Adjacente ao
perineuro foi observado o epineuro, também constituido de tecido conjuntivo, porém nao
modelado (Figura 1 — A e B).

No grupo exercicio (GE), as caracteristicas morfolGgicas se aproximaram ao que
foi observado no grupo controle, ou seja, as fibras nervosas se apresentaram de maneira
organizada, e ndo foi encontrado células inflamatérias nem fibras nervosas em
degeneracdo (Figura 1- C e D).

No entanto, no grupo lesdo (GL), verificou-se desorganizacéo do tecido nervoso,
com fibras nervosas em degeneracdo, aumento do numero de nucleos de células de
Schwann, grande quantidade de infiltrado inflamatorio, com presenga de macrofagos,
formando aglomerados de células gigantes, aumento na quantidade de fibroblastos, fibras
nervosas de menor didmetro comparado ao grupo controle. Além disso, a bainha de

mielina se apresentou mais delgada e em alguns casos ausente (Figural — E e F).
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Ja no grupo lesionado e tratado com o exercicio (GLE), notou-se fibras nervosas
muito heterogéneas, com aspecto morfolégico semelhante ao grupo lesdo, entretanto
outras fibras nervosas se apresentaram parecidas com o visualizado no grupo controle
(Figural—GeH).

Avaliacdo morfométrica

Em relacdo ao DFN obteve-se diferencas significativas, (F(3;20)=7,69;
p=0,0016), quando comparado 0 GC com o GL e o GLE, sendo o valor de p<0,001 para
ambos. E também quando comparado o GE com o GL e GLE, sendo p=0,0439 e p=0,0273
respectivamente, sendo os valores de GC e GE, maiores. (Figura 1A).

Quanto ao DAX obteve-se diferencas significativas, (F(3;20)=10,27; p=0,0004),
qguando comparado 0 GC com os demais grupos, sendo os valores de p=0,004 em relacéo
a GE, e para os demais p<0,001, sendo que o DAX foi maior no grupo controle (Figura
1B).

No que se refere a espessura da bainha de mielina, o resultado foi semelhante ao
DFN, (F(3;21)=5,49; p=0,0062), ou seja, 0 GC e GE apresentaram diferencas
significativas comparados a GL e GLE. Entdo, comparando o GC com GL, tem-se valor
de p=0,0189; GC com GLE apresentou valor de p=0,0045; GE com GL obteve valor de
p=0,0217 e por fim, GE com GLE resultou em p=0,0053. Ou seja, a espessura da bainha
de mielina se apresentou maior no grupo controle e no grupo escada em relagdo ao grupo
lesdo e ao tratado (Figura 1C).

Sobre o0 quociente G (DAX/DFN), os resultados foram significativos,
(F(3;20)=6,10; p=0,0043), quando comparado o GC com GE, GL e GLE, sendo os valores
de p<0,001, p=0,0161 e p=0,0033, respectivamente (Figura 1D).

Avaliacéo de NGF e BDNF

Quando avaliado a expressdo de NGF, ndo foi possivel observar diferenca
significativa entre os grupos (p=0.0563) (Figura 3A). Entretanto, na analise do BDNF,
houve diferencas significativas comparando o GC com GL e GLE (p<0,005), sendo que

GC obteve valores menores (Figura 3B).
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DISCUSSAO

Sobre os resultados da alodinia na regido plantar do membro posterior direito dos
animais, observou-se que com o passar das avaliagdes os valores ndo se igualaram a
avaliacdo pré lesdo, sendo esta em todos 0s casos, maior, denotando que o exercicio ndo
foi eficaz para aumentar o limiar nociceptivo dos animais. Contudo, somente a AV4
mostrou-se significativamente menor que as duas ultimas. Isso indica que com o passar
do tempo, ocorreu um pequeno aumento do limiar nociceptivo.

O estudo realizado por Galdino, Duarte e Perez (2010), investigou a influéncia de
diferentes protocolos de exercicios resistidos, com o uso de um modelo de levantamento
de peso, sobre o limiar nociceptivo de ratas Wistar saudaveis, sendo que foi utilizado 2
protocolos, o primeiro consistia no animal realizar 15 séries de 15 repeti¢Oes do exercicio,
e 0 segundo protocolo era de 3 séries de 10 repeticGes, ambos com carga de até 75% de
uma repeticdo maxima, durante 12 semanas. Concluiram que, 0 exercicio com maior
intensidade, conseguiu aumentar o limiar nociceptivo dos animais. Esta pode ser uma
explicacdo para a falta de resultados no limiar nociceptivo para o grupo que realizou a
lesdo associada ao exercicio, no presente estudo, pois a intensidade de exercicio aplicado
pode ter sido muito leve.

Verificando a comparacdo entre 0s grupos, observa-se que 0s ndo lesionados
mostraram resultados significativamente superiores aos lesionados. Entretando o grupo
controle, obteve um resultado inferior ao que fez somente exercicio, mostrando que,
apesar do exercicio, ndo ter sido significativamente eficaz em promover aumento do
limiar nociceptivo no GLE, o sedentarismo, representado em GC, também ndo é benéfico,
visto que no GE, o exercicio promoveu aumento do limiar nociceptivo. Ou seja, 0
exercicio resistido de subida em escada, aumentou o limiar nociceptivo nos animais
saudaveis, porém, ndo o suficiente para influenciar no grau de dor neuropatica no grupo
de animais lesionados e tratados.

Corroborando com estes achados, Mazzardo-Martins et al. (2010), estudaram o
efeito hiponociceptivo do exercicio de natacdo de alta intensidade, em um modelo
quimico de nocicepgdo e os mecanismos envolvidos neste efeito, em camundongos, e
compararam com 0 grupo controle e com um grupo que havia associado o exercicio ao
uso de Naloxona. Observaram que o exercicio de natacdo, produziu efeitos
hiponociceptivos, por meio de uma maior liberagdo de opioides enddgenos. Novamente
confirmando que o exercicio de alta intensidade, possivelmente seja 0 mais eficiente para

estudos de dor.
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Outro fator a ser destacado é o tempo que demorou para 0S animais serem
reavaliados apds o exercicio, o que pode ter influenciado nos resultados do presente
estudo. Segundo Galdino (2014), que avaliou a influéncia do exercicio fisico resistido de
levantamento de peso em ratos Wistar, sendo 15 séries de 15 repeticGes com carga de
70% de 1RM, sobre a antinocicepcdo, e observou que o exercicio foi eficaz, porém, seu
efeito ndo foi duradouro. O limiar nociceptivo estimulado por presséao,
aumentou imediatamente ap6s 1 minuto de exercicio resistido, regressando aos niveis
basais apos 15 minutos. Considerando que, no presente estudo ndo se priorizou reavaliar
imediatamente ap0s o exercicio, este fato pode ter sido o fator responsavel pela nao
eficacia do exercicio proposto.

Em estudos em humanos, também j& foi observado o efeito do exercicio frente ao
sintoma de dor. Hoffman et al. (2005), avaliaram se individuos com dor lombar cronica,
obteriam analgesia induzida pela realizacdo de exercicio fisico em bicicleta ergométrica
por 25 minutos. E os resultados comprovaram analgesia frente a um estimulo de dor,
posteriormente a realizacdo do exercicio fisico. Concluindo que ao menos
transitoriamente, o exercicio aplicado teve um efeito positivo sobre a dor.

Com relacdo a analise histoldgica do nervo isquiatico, foi possivel observar que o
modelo de lesdo realizado neste estudo foi efetivo, pois causou alteragGes significativas
no nervo isquiatico dos animais. Contudo, o exercicio fisico resistido de subida em escada
nos parametros propostos, ndo conseguiu acelerar o processo de regeneracao de todas as
fibras nervosas analisadas, mas algumas fibras do GLE mostraram-se com aspectos
normais, semelhantes a GC, denotando uma leve melhora do tecido nervoso.

Corroborando com o presente estudo, Raducan et al. (2013), analisaram as
caracteristicas histologicas do nervo isquiatico, 24 horas, quatro dias, duas semanas e
quatro semanas apos a lesdo deste nervo por esmagamento, e constataram que 24 horas
apos a lesdo, ndo foi possivel observar diferencas significativas na histologia do nervo.
Contudo, as alteragdes mais evidentes causadas pela degeneragdo axonal, foram
observadas apds quatro dias da lesdo e consistiram em inchaco axonal e desorganizagédo
de endoneuro, degradacdo da mielina e intensa presenca de células fagociticas. No
entanto, em quatro semanas apos a lesdo, a maioria das fibras ja estavam regeneradas,
porém com bainha de mielina mais delgada, entretanto ainda havia algumas fibras
degeneradas, indicando que o processo de regeneragéo estava incompleto. Pode-se entéo
constatar que possivelmente somente 21 dias, que foi o tempo que durou o presente

estudo, tenha sido pouco para analisar a regeneracdo do nervo, mas 0 processo
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regenerativo estava ocorrendo, visto que foi possivel observar algumas fibras nervosas
regeneradas em GLE.

Nesta mesma tematica, Sta et al., (2014) analisaram as relagdes entre pardmetros
eletrofisiologicos, comportamentais e morfolégicos do nervo isquiatico de ratos apds
lesdo por esmagamento, e observaram que os primeiros sinais de mielinizacdo iniciam a
partir do 21° PO, indicando que possivelmente fosse necessario um tempo maior de
estudo, para registrar dados significativos com relagéo ao diametro da bainha de mielina.

Ilha et al. (2008), dentre outras variaveis, analizaram o efeito do exercicio resistido
de subida em escada, com inclinacdo de 80 graus, sobre a regeneragdo do nervo isquiatico
de ratos Wistar, iniciando apds duas semanas de lesdo e se prolongando por 5 semanas de
lesdo, utilizando sobrecarga que atingiu 250 gramas ao final do tratamento, e constataram,
gue mesmo com o estimulo do exercicio fisico, as fibras regeneradas apresentaram bainha
de mielina mais delgada e espagcos maiores dentro do endoneuro.

Sobre os resultados da analise morfométrica, foi observado no presente estudo,
que ndo houve variacdo entre os grupos com relacdo a quantidade de axénios.Tal fato é
visivel nas imagens histologicas, as quais demonstram que, apesar do nimero de ax6nios
ndo ter reduzido nos grupos lesionados, estas estrutras nervosas, eram menores e mais
delgadas. Visto que os valores de diametro da fibra nervosa, do axonio e da bainha de
mielina, foram significativamente menores nos grupos lesionados, denotando que a leséo,
interfere na estrutura desses elementos e que o exercicio fisico aplicado nédo foi capaz de
restaurar os padrdes de normalidade.

Semelhando ao presente estudo, Teodori et al. (2011), aplicaram um protocolo de
exercicio resistido de natacdo, em ratos Wistar, submetidos a lesdo compressiva do nervo
isquiatico, e verificaram que todos os grupos lesionados apresentaram duas a trés vezes
mais axoénios do que os controles, e explicaram que isso se deve ao fato de que, apds a
lesdo do nervo, cada broto de axdnio gera varios ramos na direcdo dos érgdos alvo,
aumentando o nimero de ax6nios e ndo, reduzindo. Além disso, também observaram que
0 DAX, DFN e a EBM nos animais lesionados e tratados foi menor comparado ao
controle (somente fizeram exercicio), assim como no presente estudo, e explicam que,
axonios regenerados com um didmetro reduzido sdo comumente encontrados apés a lesdo
do nervo periférico e estdo associados a uma privacao de conexdes de terminais durante
a regeneracao, aumento do colageno e retracdo do endoneuro.

No estudo de llha et al. (2008), também foram avaliados dados morfométricos,

frente ao uso do exercicio fisico resistido de subida em escada, sobre a regeneracéo do
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nervo isquiatico de ratos Wistar, e constataram que, 0 grupo que realizou o tratamento
com exercicio, obteve médias de DFN, DAX e a EBM inferiores ao grupo controle,
confirmando o encontrado no presente estudo.

Em estudos morfométricos de nervos periféricos, a espessura da bainha de mielina
é expressa em valor absoluto, em micrémetros, ou por meio da razao entre o diametro do
axonio e o didmetro da fibra nervosa, denominado de "razdo G" ou quociente G, o qual
define a espessura da bainha de mielina como adequada ao didmetro axonal, quando o
valor de sua razdo G situa-se entre 0,65 e 0,80, apresentando entdo, velocidade de
conducéo nervosa normal. Valores acima de 0,8 indicam bainha de mielina fina, enquanto
aqueles abaixo de 0,65 indicam bainha de mielina espessa (Schmidt & Bear, 1937).

Com relagdo ao quociente G, no presente estudo, somente foi observado diferenca
significativa, comparando GC com os demais grupos, sendo que GC, apresentou média
mais proximo de 0,6. Diferentemente do presente estudo, llha et al. (2008), observaram
que o quociente G, nos grupos tratados com exercicio resistido de subida em escada,
apresentavam valores altos, indicando atraso na regeneracdo axonal e menor velocidade
de conducéo nervosa.

Por fim, quando avaliado, a ocorréncia de NGF e BDNF em amostras de nervos
de cada grupo, e observou-se que 0 BDNF apresentou resultado significativo, sendo maior
em GL e GLE. Este dado esté de acordo com Grinsell e Keating (2014), os quais relatam
que estes fatores neurotréficos, se fazem presentes ap6s a ocorréncia da lesdo nervosa.
Contudo, o fato de ndo ter sido encontrado diferenca significativa com relacdo ao NGF,
pode estar relacionado com 0 momento de avaliacdo desses fatores de crescimento, visto
que a maior expressdo destes, ocorre em torno do terceiro dia apds a lesdo. Berchtold et
al. (2005) submeteram ratos Sprague-Dawley a realizarem exercicio em esteira por 4
semanas, e avaliaram a expressdo do BDNF no SNC destes animais. Verificaram que o
exercicio aumentou os niveis de BDNF no hipocampo desses animais comparado ao
grupo controle. Apesar de no presente estudo os niveis de BDNF estarem aumentados em
GLE, ndo foi o suficiente para proporcionar regeneracdo de todas as fibras nervosas.

Como limitacdes do presente estudo, destaca-se que foi estabelecido apenas uma
sobrecarga a qual ndo foi aumentada conforme o peso corporal do animal, mas sim,
estabelecida igual para todos. E além disso, a avaliagdo da nocicepg¢ao ocorreu cerca de
20 minutos apds a realizacdo do exercicio.

Conclui-se com este estudo que o exercicio resistido de subida em escada, nos

pardmetros propostos ndo foi eficaz para acelerar o processo de regeneracéo nervosa.
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Tabela 1. Dados referentes a alodinia na regido plantar, do membro posterior direito dos
animais, submetidos ou néo ao exercicio resistido de subida em escada (média * desvio

padrdo em gramas).

GRUPOS
AVALIACOES = CONTROLE EXERCICIO LESAO TRATADO
(GC) (GE) (GL) (GLE)
AV1e 62,99+15,69 81,33+23,31 66,52+6,33 70,04+19,21
AV2 50,55+8,21 59,45+16,03 33,00+11,75 28,25+8,68
AV3 48,50+13,10 52,45+19,40 26,47+9,36 29,95+15,04
AV/4ee 42,94+12,02 50,79+10,29 27,95+9,77 19,50+5,85
AV5 52,05+11,97 61,04+10,75 22,09+9,14 25,05+9,60
AV6 59,50+11,00 50,87+15,17 31,2847,30 25,33+7,01
AV7 49,44+12 36 59,41+6,49 455741571  29,00+15,63
AV8 45,94+14,71 65,58+10,21 51,71+14,08 28,33+7,01
MEDIA 51,48+12,38 60,11+13,95*  38,07+10,43** 31,03+11,32**

(*) Diferenca significativa comparada as demais avaliagdes; (¢*) diferenca significativa comparada a AV7
e AVS; (*) diferenga significativa comparada somente com G1; (**) diferenca significativa comparada com
G1 e G2, considerando p<0,005.
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Figura 1. Fotomicrografias do nervo isquiatico de ratos Wistar em corte transversal, sendo que a 12 coluna as imagens estdo coradas com
Hematoxilina e Eosina e a 22 coluna com tetroxido de 6smio. A e B, grupo controle com fibras nervosa integras (*), envoltas pelo endoneuro (En) e
presenca de nucleos de células de Schwann (ponta de seta). Em C e D, grupo exercicio, em que se nota as mesmas caracteristicas do grupo controle.
E e F, grupo lesdo, nota-se a presenca de inimeras fibras nervosas degeneradas (estrela), infiltrado inflamatdrio com macr6fagos (seta grossa preta),
aglomerados de células gigantes (seta fina preta), sendo que em F, visualiza-se a bainha de mielina bem delgada (seta grossa branca). Em G e H,
grupo lesdo e exercicio, observa-se fibras nervosas degeneradas (estrela), nicleo de célula de Schwann (ponta de seta branca), infiltrado inflamatdrio
(seta grossa preta) mas um grande nimero de fibras com aspecto normal (*).
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Figura 2. Representacdo gréafica dos resultados refentes a morfometria. (A), didmetro da fibra nervosa,
que foi menor nos grupos lesionados; (B) diametro do ax6nio, foi menor no grupo somente exercitado e
nos lesionados; (C) espessura da bainha de mielina, que também foi menor nos grupos lesionaods e (D)
quociente G — didmetro do axdnio/espessura da bainha de mielina, foi maior no grupo controle em relacéo
aos demais. (*) diferenca significativa considerando p<0,005.
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A NGF B BONF

Figura 3. Gréfico representando os resultados da analise molecular. Em (A), fator de crescimento neural
(NGF), em que ndo foi possivel obeservar diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Em (B),
fator de crescimento derivado do encéfalo, destacando que GL e GLE obtiveram valores maiores e
significativos de BDNF comparados a GC. (*) diferenca significativa considerando p<0,005.
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APENDICE B

M
Figura 1 - Fotografias da apresentacdo e compressdo do nervo isquiatico. Em (A), exposi¢do do nervo
isquiatico direito (seta fina preta). Em (B), nervo isquiatico direito sendo comprimido com uso de pinga

hemostatica (seta grossa preta).

Figura 2. Representacdo da escada e do animal realizando o exercicio resistido de subida de escada.
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Figura 3. Avaliacdo da nocicepgdo. Em (A), equipamento de analgesimetro digital, do tipo filamento
de Von Frey, utilizado para a avaliagdo da nocicepcdo. Em (B), caixa de madeira elevada, para avaliacdo
da nocicepcéo na regido plantar direita do animal.

; O S e e
Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquiatico direito, do grupo controle, em objetiva de
100x, ilustrando a divisdo da imagem em 4 quadrantes para realizacdo da morfometria.
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Figura 5. Fotomicrografia do corte transversal do nervo isquidtico direito, do grupo controle, em objetiva
de 100x, para ilustragdo das bordas de inclusdo (azul) e bordas de exclusdo (vermelha), utilizadas para

padronizar a contagem dos axonios.

DBM

Figura 6. Imagem ilustrativa de como foi realizado as medidas dos didmetros do axénio (DAX), da bainha

de mielina (DBM) e da fibra nervosa (DFN).
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1. ANEXOS
7.1 ANEXO 1

Parecer de aprovacao do comité de ética em animais

U unioeste

Universidede Estedual do Oeste do Parene

Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Avaliagao do exercicio resistido, associado ou
ndo a Vanilinaem modelo experimental de compressdo do nervo
isquidtico®, sob vossa coordenacdo, foi avaliado pelo CEUA como
APROVADO para execug#o.

ATENCAO!

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

Experimental.

Cascavel, 11/04/2014

=7 = =i -2 s ?'\
< & o~ /P .
Dirceu Baumgartner
Coordenador do CEUA
Portaria no 1130/2014-GRE
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7.2 ANEXO 2

NORMAS PARA PUBLICAGAO NA REVISTA SCIENTIA MEDICA

Solicita-se aos autores que leiam todas as instrucdes abaixo antes de preparar o artigo
e antes de iniciar o processo de submissdo. Somente seréo encaminhados aos revisores 0s
manuscritos que estejam rigorosamente de acordo com as normas especificadas.

As submissBes somente poder&o ser feitas pela Internet. Neste documento estédo as
instru¢des para submisséo online, as quais também devem ser cuidadosamente seguidas.

Normas de publicacéo

A Scientia Medica segue as linhas gerais das Recommendations for the Conduct,
Reporting, Editing, and Publication of Scholarly Work in Medical Journals:
http://www.icmje.org/recommendations/

Politicas editoriais

Os autores sao convidados a consultar as politicas editoriais da Scientia Medica, no
menu sobre, para informar-se sobre foco e escopo, tipos de artigos, avaliacdo por pares,
declaragéo de conflito de interesses e outras politicas.
http://revistaseletronicas.pucrs.br/ojs/index.php/scientiamedica/about/editorialPolicies

Originalidade e ineditismo

. Ao submeter o manuscrito, os autores assumem a responsabilidade do
trabalho néo ter sido previamente publicado nem estar sendo analisado por outra revista.

o N&o sdo aceitaveis copias literais de trechos ja publicados, a ndo ser em
casos excepcionais, como citacao (ver "regras para cita¢des de textos na integra").

. A Scientia Medica utiliza software de identificacio de similaridade: textos
copiados seréo identificados e o trabalho sera devolvido aos autores.

Etica em pesquisa

Os artigos originais e os relatos de caso devem necessariamente ter seguido o0s
principios éticos da pesquisa em seres humanos
(http://conselho.saude.gov.br/resolucoes/2012/Reso466.pdf) e ter passado pela aprovacdo de
um Comité de Etica em Pesquisa, devendo este fato ser referido claramente na descricdo da
metodologia. O nimero do documento de aprovacao deve ser informado.

Se pertinente, informar que foi obtido consentimento livre e esclarecido de todos os
participantes adultos ou, no caso de menores ou incapazes, de seus representantes legais.

Em caso de estudo experimental com animais, informar que a manutencéo e o cuidado
aos animais seguem as diretrizes da instituicdo ou do pais para 0 uso de animais em pesquisa.

No momento da submissdo, os autores assumem a responsabilidade de nao utilizar
dados falsos ou copiados.

Autoria

. Cada pessoa consignada como autor deve ter participado efetivamente
do trabalho e assumir a responsabilidade publica pela parte do artigo com a qual
contribuiu.

. O documento submetido deve ter sido cuidadosamente lido por todos os
autores, que devem concordar com o seu conteddo.

o Sobre direitos autorais, ver o item especial.

. http://revistaseletronicas.pucrs.br/scientiamedica/ojs/index.php/scientia

medica/about/submissions#copyrightNotice.

Preparacéo do artigo

Idioma

Os artigos podem ser redigidos em Portugués, Inglés ou Espanhol, sendo que a
linguagem cientifica requer um estilo claro, simples e conciso.
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Documentos que devem ser submetidos
Pelo menos dois arquivos devem ser transferidos: uma folha de rosto e o documento
principal. Abaixo as instrucfes para a preparacéo e formatacdo dos mesmos.

Folha de rosto

Fazer download do modelo que se encontra  disponivel em:
http://ebooks.pucrs.br/edipucrs/periodicos/ScientiaMedica/folhaderosto.docx

Preencher conforme as instrucdes e fazer upload do documento no momento da
submisséo, como documento suplementar.

Atencéo: o preenchimento da folha de rosto ndo isenta o autor que faz a submisséo de
preencher completamente os metadados na pagina eletrénica, sendo muito importante informar
na pagina eletrébnica os nomes completos de todos os autores e 0s respectivos e-mails, validos.

A folha de rosto nao sera disponibilizada aos revisores, pois a Scientia Medica utiliza o
sistema de avaliacdo por pares duplo-cego:
http://revistaseletronicas.pucrs.br/ojs/index.php/scientiamedica/about/editorialPolicies#peerRevi
ewProcess.

Documento principal

Organizacédo do artigo e outras regras de publicacéo

A ordem das sec¢des é a seguinte para todos os tipos de artigo: Resumo, Descritores,
Abstract, Key Words, Texto principal, Agradecimentos (se houver), Referéncias, Tabelas (se
houver), Figuras (se houver). Observar na tabela abaixo a divisdo de cada sec¢éo conforme o tipo
de artigo. Detalhes sobre a preparacéo de cada um desses itens encontram-se em "Elementos
textuais". Os titulos e subtitulos ndo devem ser numerados.

Numeros de um a nove devem ser escritos por extenso, a ndo ser quando seguidos por
unidade de medida ou quando compondo uma série. As unidades de medida devem seguir o
Sistema Internacional de Medidas. Termos estrangeiros e nomes de microrganismos e de
espécies animais ou vegetais devem ser escritos em italico. Podem ser usadas siglas de termos
compostos, ou abreviaturas, se o termo aparecer pelo menos cinco vezes no texto. Na primeira
citacdo, o termo deve ser escrito por extenso, seguido da sigla ou abreviatura entre paréntesis.

N&o usar as siglas nem abreviaturas nos resumos e abstracts. Na citagdo de marcas
comerciais informar o nome do fabricante e o local de fabricac&o (cidade, pais), entre paréntesis.

Formatac&o do documento principal

Os originais devem ser digitados em formato Word (Microsoft Office), em pagina tamanho
A4 e margens de 2,5 cm. O tamanho de cada documento ndo deve ultrapassar 2 MB.

De preferéncia usar o recurso "Estilo" do Word. Aplicar o estilo "Normal" em todo o
documento. Para configura-lo, clicar com o botéo direito do mouse em "Normal" e com o botédo
esquerdo clicar em "Modificar". Escolher as seguintes configuragdes:

. Fonte: Times New Roman 12.

. Paragrafo: alinhamento justificado; recuo de primeira linha por 1,25 cm;
sem nenhum espacamento antes ou depois; espacamento entre linhas duplo.

. N&o usar espaco ou tabulagédo para criar recuo na primeira linha, usar
apenas a configuracdo do paragrafo.

Formatacéo das referéncias e tabelas

As referéncias podem ser numeradas manualmente ou utilizando a lista de marcadores
numerados do Word ou, ainda, um software gerenciador de referéncias.

As tabelas séo melhor visualizadas com alinhamento a esquerda, sem nenhum recuo de
primeira linha e com espagamento simples entre as linhas. Selecionar cada tabela e aplicar essas
configuracdes.

Elementos textuais

Resumo e Abstract

Deve haver uma versao do resumo em Portugués (ou em Espanhol, se o texto principal
for nesse idioma) e outra em Inglés (Abstract), com até 300 palavras cada uma. Ambas as
versdes devem ter exatamente o mesmo contelddo. Todas as informagfes que aparecem no
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Resumo e no Abstract devem aparecer também no texto principal. O Resumo e 0 Abstract devem
ser estruturados.

Descritores (indexadores ou palavras chave) e Key Words:

Descritores séo termos utilizados na indexacao do artigo para que seja localizado, por
assunto, por mecanismos de pesquisa eletrénica. O preenchimento correto dos descritores é
fundamental para que sua publicacdo seja facilmente encontrada por outros pesquisadores. A
Scientia Medica utiliza como palavras chaves os Descritores em Ciéncia da Saude (DeCs),
disponiveis pela BIREME/OPAS/OMS, no endereco http://decs.bvs.br.

Texto

Deve ser dividido em subtitulos, de acordo com o tipo de artigo (conforme a tabela
abaixo). Nos Artigos originais, a Scientia Medica ndo aceita que os resultados e a discusséo
sejam combinados no mesmo subtitulo. Ja as conclusbes ndo devem constituir um item
separado, sendo colocadas como ultimo paragrafo da discussdo. Ao contrario, nos artigos de
revisdo, as conclusdes podem constituir o Gltimo subtitulo, que pode ser alternativamente
denominado de discusséo ou consideracdes finai. Os subtitulos ndo devem ser numerados em
nenhum dos tipos de artigo.

Para a definicdo de cada tipo de artigo e outras normas especificas, consultar as
Politicas de Secao:

http://revistaseletronicas.pucrs.br/scientiamedica/ojs/index.php/scientiamedica/about/ed
itorialPolicies#sectionPolicies

Ver também as normas especificas para Artigos de Revisao

http://ebooks.pucrs.br/edipucrs/periodicos/ScientiaMedica/revisao.pdf

Agradecimentos
Devem ser breves e objetivos, apresentados no final do texto (antes das referéncias),
incluindo somente as pessoas ou instituicdes que contribuiram para o estudo.

Tabelas

As tabelas com suas legendas devem ser apresentadas no formato do Word (Microsoft
Office). No manuscrito original elas devem ser colocadas péaginas.

Todas as tabelas (assim como as figuras) devem ser numeradas na ordem de
aparecimento no texto e devem ser citadas no mesmo. A legenda deve aparecer em sua parte
superior, precedida pela palavra "Tabela", seguida do nimero de ordem de ocorréncia no texto,
em algarismos arabicos (ex: Tabela 1, Tabela 2, etc).

As legendas das tabelas devem ser auto-explicativas, de forma que as tabelas sejam
compreendidas dispensando consulta ao texto. Explicacdes mais detalhadas ou especificas
devem ser apresentadas em notas de rodapé, identificadas por simbolos na seguinte sequéncia:
1158 I, " t1, 1. Devem constar, de preferéncia, informagdes do tratamento estatistico.
N&o sublinhar ou desenhar linhas dentro das tabelas e ndo usar espagos para separar colunas.
N&o usar espaco em qualquer lado do simbolo +.

Ao contrario do restante do texto, as tabelas devem ser formatadas sem recuo de
primeira linha e com espagamento entre linhas simples.

Figuras

As figuras compreendem gréficos, desenhos, fluxogramas, fotografias, etc. Da-se
preferéncia a figuras originais, produzidas pelos préprios autores. Em caso de figura ja publicada
anteriormente, seja dos préprios autores ou de autoria de terceiros, os autores deverao indicar a
fonte original na legenda e providenciar uma carta de permissédo do detentor dos direitos autorais
(editora, revista ou autor), sem a qual a figura ndo podera ser reproduzida na Scientia Medica.
Essa carta de permisséo pode ser enviada quando a primeira revisao do artigo pelos autores for
submetida.

Todas as figuras devem ser numeradas na ordem de aparecimento no texto, em nimeros
arabicos (Figura 1, Figura 2, etc.) sendo que o texto deve conter a indicacdo de cada uma. As
figuras sdo colocadas apés as tabelas, no final do documento, com as respectivas numeracdes
e as legendas em sua parte inferior. As legendas devem ser sucintas, porém autoexplicativas,
com informacgdes claras, de forma a dispensar consulta ao texto.
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As figuras produzidas em arquivo de texto, como graficos e fluxogramas em Word ou
Excel, devem ser enviadas na forma original como foram produzidas, ou seja, de maneira que
possam ser editadas.

Fotografias e algumas imagens complexas devem ser enviadas sob forma de arquivos
de imagem (de preferéncia em formato JPG) com resolucdo minima de 300 dpi, para que sejam
melhor visualizadas na pagina eletrénica, embora sem exceder 2 MB. Assim como a Folha de
Rosto, os arquivos de imagem devem ser transferidos como "Documento Suplementar", no local
apropriado. As legendas das figuras enviadas como anexo devem ser colocadas, com a
respectiva numeragédo, no final do texto principal do artigo, apés as referéncias, e também nos
metadados do documento suplementar, conforme as instru¢gées que sdo dadas no momento da
submisséo.

Referéncias

Todas as referéncias citadas no texto e apenas estas, devem aparecer na lista de
referéncias. A numeracao da lista segue a ordem de aparecimento no texto. Cada nimero deve
aparecer apos o texto correspondente, entre colchetes e antes da pontuacdo. Esta regra mudou
em 2015. Para exemplos, pedimos consultar os artigos publicados a partir do volume 25 (2015).
Quando a citagdo contiver mais de um nimero, separar cada namero por virgula. Mais de dois
nameros seguidos, colocar somente o primeiro e o ultimo, separados por hifen.

A lista de referéncias deve ser elaborada conforme o estilo Vancouver. Exemplos dos
tipos de referéncias mais utilizados sdo apresentados a seguir. Solicita-se aos autores ndo
colocar o DOI, que seré acrescentado pela equipe editorial apos.

Normas e exemplos também podem ser consultados atravées do site:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/

(1) Nomes dos autores

a. Citar todos os nomes, independentemente do nimero de autores.
b. Sobrenome seguido pelas iniciais de prenome e nome (s) do meio, sem ponto.
c. Cada autor separado por virgula e no final com ponto.
(2) Titulo do artigo
a. Somente primeira palavra iniciando em maiuscula (a ndo ser nomes préprios).
b. Ponto no final e espaco.
(3) Titulo da revista
a. Abreviado conforme as normas do Medline.
b. Sem pontos no meio, apenas no final e espaco.
(4) Ano da publicagéo
a. A Scientia Medica opta por ndo colocar o més da publicagéo.
b. Ponto e virgula ap6s o ano.
c. Sem espagos entre ano, volume, fasciculo e paginacéao.
(5) Volume
a. Sem pontuacao, seguido pelo paréntesis com o nimero do fasciculo. Caso
nao tenha o niumero do fasciculo, dois pontos séo colocados logo apés o volume.
(6) Fasciculo
a. Sempre que possivel colocar o numero do fasciculo, entre paréntesis e com
dois pontos apos.
(7) Paginacdo em revista impressa
a. Primeira e Ultima paginas, separadas por hifen e terminando com ponto.
b. Nao repetir na Ultima pagina os nimeros que ja estdo na primeira pagina.
Exemplo: ao invés de 281-287 escrever 281-7.
(8) Paginacdo em revista apenas eletrénica
a. De acordo com cada revista. Geralmente é colocado o nimero de pagina
informado na publicacdo, precedido pela letra "e".
(9) DOI (Digital Object Identifier)
a. Se a revista citada tiver edicdo eletrdnica e o artigo citado tiver DOI, a equipe
editorial colocard 0 mesmo apos a referéncia completa. Pede-se aos autores que
somente coloquem o DOI se o artigo citado ainda estiver em publicacdo "ahead of print".

Artigo em periddico com edi¢do impressa e eletronica
Como no exemplo impresso.

Livro ou monografia — exemplos

Autor(es) pessoal(is):
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Clotet, J. Bioética — uma aproximacéao. 22 ed. Porto Alegre: Edipucrs; 2006.
(Indicacao da edicédo (a primeira ndo se indica) sempre deve ser no idioma do livro - Se
em portugués: 22, 32, Se em Inglés: 2nd, 3rd, 4th.)

Editor(es), compilador(es) como autor(es):

Remington JS, Klein JO, Wilson CB, Nizet V, Maldonado YA, editors. Infectious Diseases
of the Fetus and Newborn Infant. 7th ed. Pennsylvania: Elsevier Saunders; 2011.

Capitulo de livro — exemplo:

Remington JS, McLeod R, Wilson CB, Desmonts G. Toxoplasmosis. In: Remington JS,
Klein JO, Wilson CB, Nizet V, Maldonado YA, editors. Infectious Diseases of the Fetus and
Newborn Infant. 7th ed. Pennsylvania: Elsevier Saunders; 2011. p. 918-1041.

Dissertacdo — exemplo

Silva MM. O sono da crianca e a amamentacao [dissertation]. [Porto Alegre]: Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul; 2008. 134 p.

Tese — exemplo

Padoin, AV. Influéncia da zona doadora na concentragao de células-tronco derivadas do
tecido adiposo em mulheres [thesis]. [Porto Alegre]: Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul; 2008. 53 p.

Para outros tipos de publicagdes, consultar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/

Regras para citacfes de textos na integra:

Tanto nos artigos originais quanto nos artigos de reviséo, devem ser evitadas citagfes
literais, mesmo que acompanhadas pela referéncia do autor original. Ndo é aceitavel que um
texto seja escrito com base em citacOes literais. Em casos excepcionais, nos quais seja
realmente necessario copiar as palavras de outro autor, utilizar as seguintes regras: apés a
citacdo do nome do autor, seguido pelo niumero da referéncia correspondente, um trecho de até
3 linhas pode ser colocado entre aspas. Trechos maiores precisam ser destacados com fonte
dois pontos menor e paragrafo com recuo de 3 cm a esquerda.

Instru¢cdes para submisséo online:

Para iniciar o processo de cadastro e submisséo, entrar em

http://revistaseletronicas.pucrs.br/ojs/index.php/scientiamedica/about/submissions

A apresentacdo inicial por padrado da pagina eletrénica da Scientia Medica é no idioma
Inglés. Para submeter um artigo em Portugués é importante selecionar o idioma Portugués no
menu correspondente, para que os itens da submisséo fiqguem corretos. Se o artigo estiver em
Inglés, a submissao podera seguir na interface inicial.

O autor que faz a submisséao precisa cadastrar-se no site, onde escolhera um nome de
usuério e uma senha. Marcar a opgéo "Autor" na parte de baixo do formulario de cadastro, além
de "Leitor", que ja vem marcada. Uma vez cadastrado, podera entrar no sistema a qualquer
momento, com seu login e senha (em acesso, no menu superior da pagina eletrénica).

Automaticamente ao concluir o processo inicial de cadastro, ou quando uma pessoa
previamente cadastrada entra com seu login e senha, o sistema remete para a "Pagina do
Usuério", que lista as funcBes que a pessoa pode assumir na revista. Clicando na funcéo de
autor, aparece a lista de suas submissdes ativas, e uma nova submissédo pode ser iniciada.

O autor ndo precisa concluir os passos da submisséo de uma vez s, podendo retomar
a qualguer momento as submissdées listadas como "incompletas”, na lista de submissées ativas.
E essencial seguir rigorosamente as instrugcbes que irdo aparecendo nos cinco passos da
submisséo.

Escolha da secéo

No inicio da submisséo, o autor escolhe a se¢do em que o artigo deve ser inserido. E
muito importante que o autor se informe sobre as normas especificas para cada tipo de secéo.
Além das instrucdes ja fornecidas nestas Diretrizes, informacgdes sobre cada tipo de artigo estéo
no menu "Politicas de Secédo":

http://revistaseletronicas.pucrs.br/scientiamedica/ojs/index.php/scientiamedica/about/ed
itorialPolicies#sectionPolicies
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Escolha do idioma do documento principal

Deve ser marcado o idioma em que esta redigido o texto principal. Em qualquer dos
idiomas, sempre serdo exigidos o Resumo (em Portugués) e o Abstract (resumo em Inglés),
assim como os titulos nesses dois idiomas.

Condicdes de submisséo

O autor que esta fazendo a submisséo terd que assinalar varios itens em que todos os
autores assumem a responsabilidade de atender as normas e diretrizes da Scientia Medica. Os
itens devem ser lidos com atencao e, se algum deles n&o estiver sendo observado, o autor deve
interromper a submissdo e tomar as devidas providéncias para que as condi¢cdes sejam
cumpridas.

Declaracgéo de direito autoral

Os autores declaram aceitar a politica de direito autoral praticada pela revista. A
submisséo de originais para a Scientia Medica implica na transferéncia, pelos autores, dos
direitos de publicacdo impressa e digital. Os direitos autorais para os artigos publicados nesta
revista sdo do autor, com direitos da revista sobre a primeira publicacdo. Os autores somente
poderdo utilizar os mesmos resultados em outras publicacdes indicando claramente a Scientia
Medica como o meio da publicagdo original. Em virtude de tratar-se de um periddico de acesso
aberto, € permitido o uso gratuito dos artigos, principalmente em aplicagcdes educacionais e
cientificas, desde que citada a fonte. A Scientia Medica adota a licenga Creative Commons
Attribution 4.0 International: http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en

Transferéncia do artigo

Procurar o documento principal no computador e transferi-lo.

Inclus@o dos metadados

Os metadados precisam ser cuidadosamente preenchidos. Por favor, siga estas
instrucoes.

Os nomes completos de TODOS os autores do artigo devem ser acrescentados no site
da submissdo, na mesma ordem em que aparecem na pagina de rosto, assim como seus
enderecos de e-mail, instituicdes de origem (denominadas de "afiliacdo"), titulos e fungbes. As
titulagdes podem ser digitadas no campo "Resumo da Biografia". E muito importante que a
pessoa que faz a submissdo coloque enderecos de e-mail validos para todos os autores, no
campo especifico.

Inclusdo dos metadados em Inglés

Ao terminar de preencher os dados em Portugués, clicar no menu "adicionar dados em
outro idioma" (n&o € o mesmo menu de escolha do idioma inicial de interface), localizado na
parte central superior da pagina dos metadados, escolher "English” e clicar em "submeter", para
incluir o titulo, resumo e palavras chave em Inglés. Se o artigo for em Inglés e o autor que
submete estiver trabalhando na pagina em Inglés, neste momento escolher o menu "Portugués
(Brasil)" e incluir o titulo, resumo e palavras chave em Portugués.

Informar ao sistema o idioma em que o texto principal do documento esté redigido. Se o
artigo estiver escrito em Portugués, marcar "pt"; se estiver em Inglés, marcar "en"; em Espanhol,
marcar "es". A identificacdo do idioma € importante para a indexacdo do artigo nas bases de
dados e para que a interface apareca corretamente.

Transferéncia de documentos suplementares

A folha de rosto, preenchida conforme as instru¢des fornecidas nestas Diretrizes para
Autores, deve ser transferida separadamente.

Se houver arquivos de imagem, conforme explicitado na pagina 4 deste documento,
estes também devem ser transferidos como documentos suplementares. O sistema permite a
inclusdo de véarios documentos.

Informacédo do issn da scientia medica no cv lattes e plataforma sucupira

Solicitamos aos autores que ao preencherem os dados de sua producao cientifica na
Plataforma Lattes (CNPq) e na Plataforma Sucupira (CAPES), em rela¢édo as novas publicacdes,
seja informado o ISSN 1980-6108 (eletrénico), pois a partir de 2015 a Scientia Medica passa a
nao ter mais edicdo impressa. Entretanto, para os artigos publicados anteriormente, continua
valido o ISSN impresso.
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7.3 ANEXO 3

NORMAS PARA PUBLICAGAO NA PAIN RESEARCH AND MANAGEMENT

Language editing

Hindawi has partnered with Editage to provide an English-language editing service to authors
prior to submission. Authors that wish to use this service will receive a 10% discount on all editing
services provided by Editage. To find out more information or get a quote, please click here.
Submission

Manuscripts should be submitted by one of the authors of the manuscript through the
online Manuscript Tracking System. Regardless of the source of the word-processing tool, only
electronic PDF (.pdf) or Word (.doc, .docx, .rtf) files can be submitted through the MTS. There is
no page limit. Only online submissions are accepted to facilitate rapid publication and minimize
administrative costs. Submissions by anyone other than one of the authors will not be accepted.
The submitting author takes responsibility for the paper during submission and peer review. If for
some technical reason submission through the MTS is not possible, the author can
contact prm@hindawi.com for support.

Terms of Submission

Papers must be submitted on the understanding that they have not been published elsewhere
and are not currently under consideration by another journal published by Hindawi or any other
publisher. The submitting author is responsible for ensuring that the article’s publication has been
approved by all the other coauthors. It is also the authors’ responsibility to ensure that the articles
emanating from a particular institution are submitted with the approval of the necessary institution.
Only an acknowledgment from the editorial office officially establishes the date of receipt. Further
correspondence and proofs will be sent to the author (s) before publication unless otherwise
indicated. It is a condition of submission of a paper that the authors permit editing of the paper for
readability. All inquiries concerning the publication of accepted papers should be addressed
toprm@hindawi.com.

Peer Review

All manuscripts are subject to peer review and are expected to meet standards of academic
excellence. If approved by the editor, submissions will be considered by peer-reviewers, whose
identities will remain anonymous to the authors.

Concurrent Submissions

In order to ensure sufficient diversity within the authorship of the journal, authors will be limited to
having two manuscripts under review at any point in time. If an author already has two
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