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RESUMO GERAL

Atividade adequada do nervo isquiatico € essencial para a integridade morfofuncional

das estruturas do membro inferior, entre elas a articulagdo do tornozelo/talocrural,
responsavel por proporcionar base estavel de suporte para o corpo, além de
impulsiona-lo efetivamente durante a locomoc¢éo. Essas funcées motoras podem ser
afetadas por alteracdes no sistema nervoso periférico pelas mais diversas condicdes
patolégicas, como por exemplo a ciatalgia, que pode ser gerada por meio da
compressdo do nervo isquiatico, levando a incapacidades funcionais. Dentre as
modalidades de tratamento, destaca-se o exercicio resistido, que apesar do seu uso
difundido, ainda apresenta divergéncias na literatura quanto ao melhor tipo, sua
intensidade e o periodo mais indicado para seu inicio. Assim, o objetivo dessa
pesquisa foi verificar os efeitos do modelo experimental de compresséo nervosa e 0
tratamento com exercicio resistido sobre a morfologia da articulacdo talocrural de
ratos Wistar. Para tanto, foram utilizados 32 ratos divididos em 4 grupos (n = 8/grupo):
G1 (controle), G2 (leséo), G3 (exercicio) e G4 (lesédo e exercicio). Trés dias apos a
cirurgia de compresséao do nervo isquiatico, os grupos G3 e G4 foram submetidos ao
exercicio resistido de subida de escada durante 21 dias. Ap0s a eutanasia, as
articulacdes talocrurais seguiram o protocolo para emblocamento em parafina. As
laminas foram coradas com hematoxilina-eosina para analise morfolégica geral do
tecido e Safranina O-fast Green para cartilagem articular. Posteriormente
fotomicrografadas e analisadas através do programa Image Pro Plus 6.0®. Os dados
foram apresentados em média e desvio-padrdo e para comparacao dos diferentes
grupos foi utilizado ANOVA one-way com poés teste t. Nado foram encontradas
diferencas significativas quanto a espessura da cartilagem articular na tibia e o talus.
Ja quanto ao nimero de condrdcitos na tibia, G2 e G3 apresentaram mais células na
regido anterior da cartilagem articular em relacéo a G1, condi¢c&o revertida nos animais
de G4. No talus, houve um aumento do nimero de condrdcitos tanto na regido articular
anterior quanto na posterior de G2 e G3, sendo que em G4, esta hipercelularidade se
manteve apenas na regiao posterior. Quanto a regido central da articulacao, todos os
grupos apresentaram uma maior densidade celular em relacdo ao G1. Na analise
morfoldgica, no grupo lesdo (G2), foram verificadas alteracdes na tibia e talus, com
presenca de floculagdes, invaginacdo do osso subcondral, descontinuidade da
tidemark e presenca de panus no talus. No grupo exercicio (G3), foram encontradas
alteracdes discretas apenas no talus e em G4, a cartilagem se apresentou com
caracteristicas préoximas ao G1. Quanto a morfologia da membrana sinovial, essa se
mostrou fibrosa no grupo leséo, sendo que nos demais grupos nao foram notadas
alteracoes teciduais. Assim, a ciatalgia levou ao aumento do numero de condrdcitos
principalmente no talus e também produziu altera¢cdes morfoldgicas na cartilagem e
na membrana sinovial da articulacdo talocrural, e o exercicio fisico resistido se
mostrou eficaz na recuperacdo das caracteristicas morfolégicas dos componentes
articulares.

Palavras-chave: Neuropatias, reabilitacdo, ciatalgia, articulacdo do tornozelo,
cartilagem articular.



GENERAL ABSTRACT

An adequate activity of the sciatic nerve is essential for the morphofunctional integrity
of the lower limb structures, including the ankle joint or talocrural, responsible for
providing a stable base of support for the body, in addition to propel it effectively during
locomotion. These motor functions may be affected by changes in the peripheral
nervous system by various pathological conditions, such as sciatica, which can be
generated through the sciatic nerve compression, leading to functional incapacities.
Among the treatment modalities, the resistive exercise stands out, and despite of its
widespread use, still shows divergences in literature as to the best type, its intensity
and the most indicated period for its outset. Therefore, the objective of this research
was to verify the effects of experimental model of nerve compression and treatment
with resistive exercise on the morphology of the talocrural joint of Wistar rats. For this
purpose, 32 rats were divided into 4 groups (n = 8 / group): G1 (control), G2 (injury),
G3 (exercise) and G4 (injury and exercise). Three days after the sciatic nerve
compression surgery, groups G3 and G4 were submitted to resistive exercise stair
climbing during 21 days. After euthanasia, the talocrural joints followed the protocol for
paraffin embedding. The slides were colored with hematoxylin-eosin and Safranin O-
Fast Green, photomicrographed and analyzed using Image Pro Plus 6.0®. Data were
presented in mean and standard deviation, and ANOVA one way with posttest t was
used for comparison. No significant differences in the thickness of the articular
cartilage in the tibia and the talus were found. As for the number of chondrocytes in
the tibia, G2 and G3 presented more cells in the anterior region of articular cartilage
compared to G1, condition reversed in G4 animals. In the talus, there was an increase
in the number of chondrocytes in anterior and posterior articular region of G2 and G3,
and in G4, this hypercellularity was maintained only in the posterior region. As the
central region of the joint, all groups presented a higher cell density compared to G1.
In the morphological analysis, in the injury group (G2), changes were observed in the
tibia and talus with the presence of flocculation, invagination of the subchondral bone,
tidemark discontinuity and presence of pannus in the talus. In the exercise group (G3),
discrete alterations were found only in talus and, in G4, the cartilage presented similar
characteristics to G1. As for the morphology of the synovial membrane, this showed to
be fibrous in the injury group, while in the other groups tissue changes were not
noticed. Thus, sciatica led to an increase of the number of chondrocytes mainly in the
talus and also produced morphological changes in the cartilage and in the synovial
membrane of the talocrural joint, and the resistive physical exercise proved to be
effective in the recovery of morphological characteristics of the joint components.

Keywords: neuropathies, rehabilitation, sciatica, ankle joint, articular cartilage.
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1. INTRODUCAO GERAL

O sistema nervoso periférico pode ser afetado por diversas condicdes
patoldgicas, resultando em alteracdes sensoriais, vegetativas e motoras, que podem
ter representacao clinica de importancia significativa. Toda perda ou diminuicdo de
sensibilidade e motricidade no territorio inervado, resultante de uma leséo do nervo
periférico ira conduzir a um comprometimento das atividades funcionais do individuo
lesado. A dor, os transtornos e as incapacidades podem levar ao afastamento de suas
funcdes diarias e laborais gerando um alto custo econémico para o sistema de saude
e para o setor previdenciario, devido as internacdes, aposentadorias precoces e
auxilios doenca (ARAUJO, 2008; WHITING; ZERNICKE, 2001).

A incidéncia das lesdes traumaticas nos nervos periféricos em alguns paises
€ estimada em mais de 500.000 novos casos anuais, dos quais 2,8% dos pacientes
adquirem incapacidades vitalicias em virtude do elevado tempo necessario a
regeneracao nervosa (BARBOSA et al., 2010).

Entre os nervos periféricos, o isquiatico € considerado o mais extenso do
corpo humano (SAVASTANO et al., 2014). A lesdo desse nervo pode levar a
dorméncia e a parestesia, bem como a fragueza dos musculos inervados
comprometendo as fun¢des e movimentos normais do membro inferior do individuo,
uma vez que esta musculatura atua na motricidade das articulacbes (HSUEH et al.,
2014; MOHAMMADI; TIRGAN; AMINI, 2013). Entre estas, na articulacdo do tornozelo,
ou talocrural, essa fraqueza diminui os movimentos de plantiflexdo, dorsiflexao,
eversao e inversao, resultando em reducéo da amplitude de movimento e da descarga
de peso, provocando a diminuicdo do estimulo mecanico necessario a manutencgao
das propriedades morfoldgicas da articulagdo (CARVALHO; CARVALHO; CLIQUET
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JUNIOR, 2001; GALVAO et al., 2008; TANAKA; TSUBAKI; TACHINO, 2005; YUEN;
SO, 1999).

Devido aos prejuizos clinicos e funcionais decorrentes da lesdo nervosa
periférica, diversas formas de tratamento sdo empregadas. Apesar da terapia
medicamentosa ser a mais utilizada, o aparecimento de efeitos colaterais deixa em
davida seus reais beneficios e riscos (OLIVEIRA, 2006). O tratamento cirdrgico
também apresenta divergéncias sobre sua eficacia, sendo que menos da metade dos
pacientes apresenta bons resultados. As terapias intervencionistas ndo cirdrgicas
também vém sendo aplicadas, porém poucas delas se mostram efetivas (CHOU,
2007; OLIVEIRA JUNIOR; LAGES, 2012).

Outra forma de tratamento, € a reabilitagdo motora e funcional, que pode ser
constituida por exercicios fisicos resistidos que, com efeitos secundarios reduzidos,
sdo estabelecidos como estratégias eficazes para promover aumento de massa
muscular, forgca e amplitude de movimento, tanto em individuos saudaveis como em
pacientes debilitados, resultando em uma melhora do bem-estar do individuo
(MURTON; GREENHAFF, 2013). Dessa forma, atuam reduzindo a sintomatologia da
ciatalgia sem apresentar toxicidade advinda dos medicamentos, além de abranger um
numero maior de pacientes (SIMON; JACKSON, 2006).

Apesar de sua crescente utilizacdo no processo de reabilitacdo, ainda existem
divergéncias na literatura quanto ao melhor tipo de exercicio, sua intensidade e o
periodo mais indicado para seu inicio (DESCHENES; MARESH; KRAEMER, 1997;
SAKAKIMA et al., 2004; BYUN et al., 2005; SEO et al., 2006).

Considerando a dor resultante da compresséo nervosa, o efeito dessa sobre
a motricidade, com consequente prejuizo na biomecanica do tornozelo, e possiveis
alteracdes morfolégicas advindas do desuso do membro, bem como a escassez de
pesquisas que estudem os efeitos da compressdo nervosa sobre a articulacdo do
tornozelo somado, também, aos potenciais efeitos do exercicio resistido como
modalidade terapéutica nessa condicao clinica é que se justifica o presente estudo.

Dessa forma, a partir de um estudo abrangente sobre o tema apresentado,
elaborou-se a seguinte pergunta: O exercicio resistido de subida de escada como
tratamento para lesdo isquiatica por compressdo produz efeitos morfolégicos na

articulacao talocrural?
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Com base nos conhecimentos cientificos ja difundidos, é possivel construir as
seguintes hipoteses:

HO: O exercicio resistido de subida de escada como forma de tratamento na
lesdo isquiatica por compresséao nao produz diferenca nos aspectos histomorfolégicos
da articulacao talocrural quando comparado ao grupo nédo submetido ao tratamento.

H1: O exercicio resistido de subida de escada como forma de tratamento na
lesdo isquiadtica por compressdo acelera o processo de reparo dos aspectos
histomorfol6gicos da articulagdo talocrural quando comparado ao grupo nao
submetido ao tratamento.

A presente dissertacdo originou o artigo cientifico intitulado: “Exercicio fisico
resistido melhora a morfologia da articulagédo talocrural de ratos ap6s compressao
nervosa” (Artigo 1), que sera submetido a Osteoarthritis And Cartilage, cujas normas

séo apresentadas no anexo B.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Verificar os efeitos da compresséo isquiatica e do tratamento com exercicio
resistido de subida em escada sobre a morfologia da articulacdo talocrural de ratos
Wistar.

2.2 Especificos

Analisar os efeitos da compressao do nervo isquiatico, do exercicio resistido
e da combinacao destes sobre:

— Espessura da cartilagem articular e o numero de condrdcitos da tibia e
do talus nas trés regides de contato articular (P1, P2 e P3);

— Aspectos morfolégicos da cartilagem, da cavidade articular e do osso
subcondral, assim como da membrana sinovial da articulacédo

talocrural.
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3. REVISAO GERAL DE LITERATURA

3.1 Estrutura do Nervo Periférico e Les@o Nervosa Periférica

O sistema nervoso periférico engloba os ax6nios dos neurbnios motores e
sensoriais e 0s neurdnios dos ganglios espinais e seus correspondentes pares
cranianos, constituindo os nervos espinais e cranianos, além dos plexos e troncos
nervosos periféricos até suas ramificacées terminais intramusculares, bem como o
sistema nervoso autbnomo (ARAUJO, 2008; VALLAT; MAGY, 2005;).

Os nervos periféricos sado corddes esbranquicados que contém trés
componentes importantes: axonios, células de Schwann e tecido conjuntivo. Seus
axonios sdo agrupados em feixes paralelos, conhecidos como fasciculos, revestidos
por bainhas de tecido conjuntivo frouxo, que reveste todo o tronco nervoso e que tem
como funcéo proteger os fasciculos, sendo denominado epineuro, estendendo-se ao
longo de todo o nervo, sendo suas camadas externas compostas por colageno e
algumas fibras de elastina. O tecido que envolve cada ax6nio individualmente é
chamado de endoneuro e possui matriz de colageno frouxo. Os feixes de axénios sao
envoltos pelo perineuro, separando as fibras nervosas em fasciculos contendo
fibroblastos, macrofagos, mastacitos, linfécitos e adipécitos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; OLIVEIRA, 2006).

Os axobnios sao isolados eletricamente pelo préprio endoneuro e por um
complexo lipoprotéico denominado bainha de mielina. Esta é formada por células
provindas da crista neural, que sao conhecidas como células de Schwann. Estas
células possuem a funcédo de isolantes elétricos para uma melhor conducdo dos

impulsos nervosos, além de suporte axonal regenerativo, servindo de via de
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crescimento para as fibras nervosas (Figura 1) (DAHLIN; BRANDT, 2004; MACHADO,
2000; SIQUEIRA, 2007).

— Axénio

L—"" Bainhade
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Endoneuro \

>

Epineuro Nucleo da
Célula de

Schwann

|
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\ - sanguineos
" Bainha de
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Figura 1. Em A, esquema da estrutura do nervo periférico (Disponivel em:
<http://www.ecc.pima.edu>Acesso em: nov. 2014. Adaptado). Em B, evidenciando a bainha de mielina
e as células de Schwann (Disponivel em: <http://www.lookfordiagnosis.com> Acesso em: jul. 2015.)

Os nervos periféricos sdo estruturas frequentemente afetadas por lesfes
traumaticas, como esmagamento, estiramento, compressao, avulsdo e seccéo total
ou parcial, que causam a interrupcdo da transmissao dos impulsos nervosos, a
reducéo ou perda da sensibilidade e da funcdo motora na area inervada. Quando néo
tratada adequadamente, esse tipo de lesdo pode provocar um déficit significativo, com
danos ndo s6 na qualidade de vida dos pacientes, mas também para o sistema
previdenciario em casos de aposentadorias precoces devido a incapacidade funcional
(ALVES et al., 2013; CAMARA et al., 2011; TANAKA, TSUBAKI, TACHINO, 2005;
UDINA et al., 2011).

A magnitude das alteracBes na funcdo do nervo depende da natureza da
lesdo, do tempo, tipo e diametro das fibras nervosas afetadas (ALVES et al., 2013).
As classificacdes de lesdo nervosa mais utilizadas foram desenvolvidas por Seddon e
Sunderland e divididas em neuropraxia, axoniotmese e neurotmese (CUNHA et al.,
2011).

As classificacdes das lesdes dos nervos periféricos sdo baseadas no grau de
ruptura das estruturas internas do nervo periférico, na funcionalidade nervosa e na

capacidade de recuperacdo espontanea, que, por sua vez, estardo correlacionados
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com o prognadstico da leséo. Seddon (1943) publicou uma classificacdo baseada em
trés niveis, conforme o grau de leséo sofrido pelo nervo (Figura 2):

1 — Neuropraxia: E a forma mais branda, na qual existe um bloqueio localizado
da conducao nervosa, porém 0s segmentos proximais e distais a lesdo preservam a
sua condutibilidade. Portanto, neste tipo ndo ha perda da continuidade do axonio,
sendo a recuperacao rapida e completa em poucas semanas.

2 - Axoniotmese: E uma lesdo importante, na qual os danos s&o suficientes
para promover uma ruptura da continuidade axonal, desencadeando uma
degeneracdo Walleriana®. O prognéstico de recuperagéo funcional é bom, desde que
seja mantida a continuidade dos tecidos conectivos de suporte e a integridade das
células satélites e da membrana basal.

3 - Neurotmese: E o tipo mais grave, neste caso, ha uma ruptura completa do
nervo periférico e o progndéstico de recuperacdo ndo € favoravel, a menos que a

continuidade do nervo seja restabelecida.

Neuropraxia

» Epineuro
S N Perineuro
Axdnio

——— _"doneuro

Axoniotmese

Neurotmese

e e et .
@ c—C—=
\

e e e e e e e, 501

Figura 2. Desenho esquemaético dos trés graus de lesédo do nervo, de acordo com a classificacdo de
Seddon (Disponivel em: <http://myrome.org/portal/axonotmesis-y-neurotmesis> Acesso em: nov. 2014.
Adaptado).

Posteriormente, Sunderland (1978), propds um sistema de classificacdo da

lesdo mais detalhado, baseado na anatomia e funcionalidade pdés-traumatica do

! Forma de degenerac&o de um axonio quando este é desconectado do corpo celular, descoberta por
Augustus Waller (1816-1870). O fenébmeno progride da regido da lesdo até as regides terminais, e €

por isso também chamado de degeneracdo anterégrada.
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nervo, dividindo-a em 5 graus. Os graus | e Il correspondem, respectivamente, a
neuropraxia e axoniotmese definidas por Seddon (1943). Os demais graus sdo
denominados de acordo com o acometimento dos envoltérios conjuntivos, sendo que
o grau lll representa perda da continuidade axonal somada a lesdo do endoneuro; o
grau IV é considerado uma lesdo do axénio, do endoneuro e, também do perineuro e
0 grau V caracteriza-se pela ruptura de todas as bainhas conjuntivas, ou seja, todas
as estruturas do nervo.

O estudo das lesdes nervosas periféricas em modelos experimentais pode ser
realizado por meio de varias técnicas como esmagamento, transeccao e estiramento.
A técnica de esmagamento constitui 0 modelo mais frequente, e vérios autores
estabeleceram que a lesdo nervosa produzida neste caso € um modelo Gtil para se
estudar a regeneracao nervosa periférica, uma vez que ela produz uma lesédo do tipo
axoniotmese, em que a preservacao das estruturas de sustentacao determina um bom
prognostico para a regeneracéo e recuperacado funcional do nervo. A lesdo do nervo
por esmagamento ocorre por meio da alteracéo do fluxo sanguineo intraneural e da
permeabilidade vascular apos a aplicacdo de uma forgca compressiva, dando inicio a
um processo degenerativo. As fibras nervosas de maior calibre sdo as mais atingidas
e a gravidade da lesdo depende da intensidade da forca aplicada (CAIERAQO et al.,
2008; CAVALCANTE, 2011; SOBRAL et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008).

3.2 Compressao Nervosa Isquiatica

O nervo isquiatico, maior nervo do corpo humano, deriva suas fibras das
raizes nervosas L4, L5, S1, S2 e S3. Ele surge a partir do plexo lombossacral e deixa
a pelve através do forame isquiatico maior. O nervo passa acima do musculo
obturador interno e sob o musculo piriforme. A medida que sai do compartimento
glateo, o nervo isquiatico passa posterior e medialmente a articulacdo do quadril,
continua profundo na coxa e posterior ao fémur, sendo constituido por dois troncos
distintos, o lateral (divisao fibular) e o medial (diviséo tibial). A divisdo do nervo ocorre
geralmente no meio da coxa ou na fossa poplitea (Figura 3) (DANGELO; FATTINI,
1998; DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2010; YUEN; SO, 1999).
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Figura 3. Em A, imagem do trajeto do nervo isquidtico em humanos (Disponivel em:
<http://mww.bouldertherapeutics.com/injuries/sciatica-sciatic-nerve-pain>Acesso em: agosto 2014), e
em B, do modelo de rato para comparacdo (Fonte: DE RUITER et al., 2008). Circulo evidenciando a
articulacao talocrural.

Apos a divisdo do nervo isquiatico, os diferentes feixes musculares, articulares
e superficiais separam-se e irradiam-se por toda a perna em uma complexa rede de
interconexdes. O nervo tibial da origem ao ramo sural em grande parte sensorial.
Depois, ainda se divide em gastrocnémio, popliteo, séleo e ramo plantar, que inervam
0S grupos musculares de mesmo nome. Ha também um ramo articular do joelho, o
fibular comum, que se bifurca nos nervos fibular superficial e profundo, que inervam
0s musculos da perna e do pé, com um ramo adicional que contribui na formacéo do
nervo sural (SAVASTANO et al., 2014).

A compressdo do nervo isquiatico, pode originar uma sindrome dolorosa
referida, na qual a dor é percebida na extremidade do membro inferior, na auséncia
de qualquer distarbio local. A hérnia de disco € a causa mais comum dessa
compressado e, além desta, pode-se citar processos degenerativos, infeccoes,
luxacBes traumaticas do quadril, anomalias congénitas, sindrome do mausculo
piriforme e estenose do canal lombar. Os sintomas podem incluir dor lombar, dor ao
longo do trajeto do nervo, distlrbios sensoriais e fraqueza dos musculos do membro
inferior inervados pelo isquiatico. Ressalta-se que lesdes do isquiatico podem gerar

danos ao seu ramo, o nervo tibial, levando a alteracbes na movimentacdo da



19

articulacao talocrural com perda da dorsiflexdo e extensdo dos dedos do pé,

comprometendo assim a deambulag&o do individuo lesionado (CUNHA et al., 2011).

3.3 Articulacao Talocrural

Nos seres humanos, a articulacéo talocrural, conhecida como tornozelo, é
considerada uma articulacéo do tipo sinovial, pelas suas caracteristicas anatdbmicas
(HUI et al., 2012; KAPANDJI, 2000; TEIXEIRA; OLNEY, 1997). As articulacbes
sinoviais sdo as mais comuns do corpo humano e podem ser facilmente visualizadas
nos membros superiores e inferiores. Todas apresentam como componentes a
capsula articular, cartilagem articular, membrana sinovial, liquido sinovial e podem ter

outros tecidos associados, como ligamentos capsulares (Figura 4) (HUI et al., 2012).

Peridsteo

Membrana sinovial
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Tecido ésseo compacto
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Figura 4. Imagem esguematica dos componentes da articula¢éo sinovial
(Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Em sua maioria sdo diartroses, ou seja, articulacdes nas quais 0S 0Ss0s tém
liberdade de movimento em um grau bastante amplo. Normalmente, os ligamentos
mantém o contato entre 0s 0ssos da articulacéo, que é envolta pela capsula articular.
Esta capsula é composta por uma camada fibrosa, externa, de tecido conjuntivo
denso, que é continua com o peridsteo, e por uma camada celular interna, a camada
sinovial, que recobre todas as superficies articulares, também conhecida como
membrana sinovial (GARTNER; HIATT, 2003).

A membrana sinovial tem como principal funcao a producéo de liquido sinovial
e remocgdo de restos celulares e de tecido conjuntivo da cavidade articular. E

constituida por uma camada intima, na qual se encontram células modificadas de
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tecido conjuntivo, os sinoviocitos. Estes podem ser do tipo A, semelhantes a
macroéfagos, correspondendo a 20-30% das células de revestimento, cuja funcéo é a
remocao de residuos no espaco articular; ou ainda os sinovidcitos tipo B, semelhantes
a fibroblastos, presentes em maior numero (75-80%) na intima sinovial, responsaveis
pela secrecdo de glicosaminoglicanos (GAGs) e glicoproteinas (BARLAND;
NOVIKOFF; HAMERMAN, 1962; IWANAGA et al., 2000; OVALLE; NAHIRNEY, 2008;
SHIKICHI et al., 1999).

A subintima é composta de tecido conjuntivo frouxo irregular, que contém
lamelas organizadas de fibras de colageno e elastina paralelas a superficie da
membrana, entremeadas com ocasionais fibroblastos, macrofagos, mastécitos e
células adiposas. O componente elastico pode evitar a formacdo de dobras durante o
movimento articular. As células adiposas subintimais formam lobulos compactos
rodeados por septos interlobulares fibroelasticos altamente vasculares que
proporcionam firmeza, deformabilidade e recuo elastico. A subintima se funde com a
membrana sinovial onde ela cobre a capsula articular adjacente, ligamento ou tend&o
intracapsulares (STANDRING, 2010).

O liquido sinovial contém uma alta concentracdo de acido hialurénico e
glicoproteinas combinadas com infiltrados de plasma sanguineo. Além de fornecer
nutrientes e oxigénio para os condroécitos da cartilagem articular, este fluido atua como
lubrificante da articulacdo. A lubrificacdo conferida pelo acido hialurénico auxilia no
deslizamento das superficies articulares que séo revestidas por cartilagem hialina,
sem pericondrio. Ainda, devido a cartilagem articular ser avascular, o liquido sinovial
possui um importante papel no transporte de substancias entre a cartilagem articular
e 0 sangue dos capilares da membrana sinovial, sendo também responsavel pela sua
nutricdo (GARTNER; HIATT, 2003; KUETTNER; COLE, 2005).

A cartilagem articular ocupa um papel de destaque na morfofuncionalidade da
articulacdo, onde é responsavel por proteger a parte mais rigida do 0sso,
proporcionando elasticidade e resisténcia a forcas compressivas. E um tecido
conjuntivo especializado que fornece cobertura para os componentes 0sseos das
articulagdes servindo como um suporte de carga, absorvendo o impacto e sendo
capaz de manter as forcas de cisalhamento (MARTEL-PELLETIER et al., 2008).

Na cartilagem articular, os condrécitos, que sao as células adultas que

constituem o tecido, estdo dispersos em um grande volume de matriz extracelular.
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Todos os componentes da matriz sdo sintetizados e mantidos por eles, que estao,
frequentemente, organizados em pares ou grupos de quatro a seis células,
denominados grupos isdgenos (OVALLE; NAHIRNEY, 2008).

As propriedades Unicas da cartilagem articular estdo relacionadas com a
composicao e estrutura da sua matriz extracelular, que € composta principalmente por
uma elevada concentracdo de proteoglicanos, ligada em uma densa rede de fibras de
colageno e uma grande quantidade de agua. Estes componentes podem ser
visualizados desde as camadas superiores as mais profundas (GARTNER; HIATT,
2003).

Histologicamente, a cartilagem € dividida em quatro zonas com diferentes
funcdes: superficial, transicdo, profunda e zona calcificada (Figura 5). A camada
superficial € a mais fina, fica em contato com o fluido sinovial, & composta por
colageno, baixa quantidade de proteoglicanos e condrocitos, e é responsavel por
suportar as forcas de tensdo e compressdo impostas pelos movimentos da
articulacdo, desempenhando um papel vital na manutencdo da saude da cartilagem
(SCHUMACHER et al., 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; OVALLE; NAHIRNEY,

2008).
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Figura 5: Esquema das zonas da cartilagem articular (Adaptado de FLICK et al., 2007).

Anatomicamente, a articulacéo talocrural € composta pelo maléolo medial,
superficie articular distal da tibia, maléolo lateral e troclea do télus (Figura 6 e 7)
(HERTEL, 2002). A estabilizacdo da articulacdo se deve aos ligamentos talofibular
anterior, talofibular posterior, calcaneofibular, ligamento deltoide e a por¢ao distal da

membrana interéssea. Os principais movimentos executados pela articulagdo séo a
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dorsiflexdo e a flexdo plantar, além da inversdo e eversdo (BARBANERA, 2008;

KAPANDJI, 2000).
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Figura 6: Imagem da articulacéo talocrural humana (TIETZ, 2013. Adaptado).

Figura 7: Imagem da articulacéo talocrural de rato. Em A, radiografia em perfil lateral da articulacéo
talocrural e, em B, fotomicrografia em corte sagital da articulagéo talocrural, coloracdo em hematoxilina-
eosina (Adaptado de TSAI et al., 2007).

Ao contrario de outras articulacbes que atendem demandas exclusivas de
mobilidade ou estabilidade, o tornozelo e o pé formam um complexo articular que
atende a ambas as demandas. O complexo articular do tornozelo proporciona uma
base estavel de suporte para o corpo, numa variedade de posi¢c6es de suporte de
peso, além de impulsionar efetivamente o corpo durante a marcha (TEIXEIRA;
OLNEY,1997).

Das articulacdes de membros inferiores, o tornozelo é a que possui menor
area de superficie. Atividades impostas a ela como por exemplo a deambulacgéo,

podem gerar tensbes de 1,25 a 5,5 vezes o0 peso normal do corpo por meio da
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articulacao talocrural, isso corresponde ao dobro de forga visualizada no joelho ou
quadril (MANDI, 2012).

Todos os musculos que atuam na movimentacdo da articulagcdo talocrural e
atuam na sua biomecénica sao inervados pelos ramos do nervo isquiatico, sendo suas
funcdes comprometidas quando ocorrem patologias associadas a ele, como as
ciatalgias (BERTOLINI; OLIVEIRA; CARARO, 2010; DRAKE; VOGL; MITCHELL,
2010; MOORE; DALLEY, 2001).

3.4 Consequéncias da Les&o Nervosa na Articulagéo e o Exercicio Fisico

As limitacdes provocadas por lesbes nervosas periféricas sdo frequentes na
pratica clinica. Embora o processo regenerativo esteja previsto, o periodo de doenca
implicard em perdas funcionais e estruturais, justificadas pela desnervacéo parcial.
Tais prejuizos funcionais séo caracterizados, principalmente, pela reducéo dos ténus
muscular e, consequentemente, da sua capacidade de gerar forca (MINAMOTO,
2007).

As lesdes nervosas podem ter consequéncias funcionais importantes na vida
do individuo, devido a perda sensorial e motora, dor e desconforto, bem como uma
possivel remodelacdo no mapa cortical somatossensorial. A interrupcdo da
comunicacao entre os musculos esqueléticos e neurbnios, leva a atrofia muscular
progressiva, aléem de mudancas na composicao das fibras musculares (SIQUEIRA,
2007).

Um individuo que apresenta o conjunto de condi¢des clinicas advindas de
uma lesédo nervosa acaba diminuindo a descarga de peso no membro afetado. Como
a carga mecanica influencia no desenvolvimento e manutencdo dos tecidos
articulares, essa alteracdo na transferéncia de carga, pode levar a modificacbes nas
articulacdes, principalmente na talocrural, especializada no suporte de forcas durante
0s movimentos que realiza (AIGNER; SOEDER; HAAG, 2006; VANWANSEELE;
LUCCHINETTI; STUSSI, 2002).

Ao estudar as mudancas causadas na capsula articular e na movimentacéao
da articulacéo do joelho de ratos ap6s a imobilizagcdo completa do membro, Ando et
al. (2012) concluiram que o desuso, a partir de uma semana, induziu mudancas
histolégicas irreversiveis na capsula articular que restringiram a movimentacdo da

articulacao do joelho.
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A composicédo e funcdo do liquido sinovial sdo alterados em casos de lesédo
ou doenca articular, devido tanto a altera¢es diretas do liquido quanto a mudancas
nos tecidos da articulacdo sinovial. Como o liquido sinovial estd em contato direto com
a cartilagem, a membrana sinovial e, em algumas articulagcdes, com meniscos e
ligamentos, qualquer alteragdo metabdlica ou estrutural pode refletir em mudancgas na
composicado e funcdo do liquido sinovial. Estas mudancas no liquido sinovial podem
resultar em capacidade reduzida de lubrificar a cartilagem articular, contribuindo para
a sua deterioracdo. Dessa forma, alteracdes nos tecidos articulares levam o liquido
sinovial a um estado anormal 0 que, por sua vez, agrava o estado patolégico de toda
a articulacao (HUI et al., 2012).

A manutencdo da cartilagem articular € dependente da transferéncia de forcas
mecanicas, que influenciam sua estrutura, organizacéo, sintese e taxa de rotatividade.
Uma vez que é sensivel a carga normal, quando privada de estimulos mecénicos, ha
uma rapida deterioracdo das propriedades bioquimicas e biomecanicas, resultando
em alteracbes degenerativas. Estudos demonstraram as alteragbes atroficas na
cartilagem articular, principalmente com diminuicéo da espessura e reducao da rigidez
da cartilagem (RENNER et al., 2006). Um estudo realizado por Kunz et al. (2014),
evidenciou lesdes degenerativas importantes na cartilagem articular e na membrana
sinovial devido a falta de carga exercida pelo modelo de imobilizacdo da articulacao
talocrural, assim como a diminuicdo da espessura da cartilagem articular, observada
em alguns locais, que pode refletir na limitacdo da capacidade de absorcao de cargas.

Ainda, buscando compreender os aspectos morfolégicos da membrana
sinovial apOs periodos de imobilizacdo, Ando et al. (2010) constataram que a
imobilizacdo por 2 semanas causou adesao e encurtamento da membrana sinovial e
gue apos 8 e 16 semanas, essa area de adeséo tornou-se fibrosa e hipocelular. Dessa
forma, as mudancas na membrana sinovial podem contribuir para o desenvolvimento
de contraturas apos periodos de imobilizacao articular.

Grande parte das lesdes nervosas sdo decorrentes de traumas diretos que
restringem a funcionalidade do nervo, ou seja, a conducado do estimulo nervoso, que
acaba se tornando lento ou muitas vezes interrompido. Estudos sobre lesdes por
esmagamento que acometam o sistema neuromuscular propiciam o desenvolvimento
de pesquisas que buscam recursos para auxiliar no tratamento dessas lesdes (TELES
et al., 2008).



25

LesBes nos nervos periféricos e os problemas funcionais a eles relacionados,
estdo entre os problemas neurolégicos mais comuns que os profissionais ligados a
reabilitacdo enfrentam. Ainda ha poucas terapias e intervencdes disponiveis para
deter ou reverter os danos associados a eles. Entre elas, a correcdo cirdrgica, a
intervencédo farmacéutica, e/ou a reabilitacao fisica sao estratégias terapéuticas atuais
para o tratamento destas patologias e a promocdo da regeneracdo nervosa
(BOBINSKI et al., 2011).

Logo ap6s a ocorréncia de uma lesdo nervosa, torna-se necessario iniciar
uma cuidadosa reabilitacdo para uma melhor recuperacgéo funcional, e o quanto antes
se iniciar a reeducacdo sensorial, melhores serdo os resultados e menor sera a
desorganizacdo do mapa cortical (SIQUEIRA, 2007). Sta et al. (2013) observaram
apos lesédo nervosa isquiatica que a primeira recuperacao sensorial ocorreu 17 dias
apos aleséo. Apos 24 dias, uma rapida recuperacéo da funcao sensorial foi observada
nos animais. Aos 35 dias ap0s a lesdo foi observada uma recuperagcéao sensorial de
96%, n&o havendo distingdo entre esses animais e 0s animais do grupo controle.

No entanto, a reabilitacdo destes individuos continua sendo um desafio para
os profissionais da saude. Este tipo de lesdo provoca paralisia e profundas alteracdes
degenerativas no musculo esquelético, e modificacbes nas articulacdes, prejudicando
assim a funcionalidade do individuo, levando a perdas econdémicas e sociais. Portanto,
as intervencdes terapéuticas devem apontar para a restauracdo maxima da
funcionalidade do paciente, estimulando o crescimento neuronal e mantendo o
trofismo muscular, assim como a amplitude de movimentos das articulacdes, até que
ocorra a reinervacao (MARTINS et al., 2011; SILVA COUTO et al., 2012).

A recuperacao funcional depende da regeneracdo neural, um processo lento,
gue determina a inatividade do musculo por um tempo consideravel e,
consequentemente, leva a alteracdo na descarga de peso das articulacbes. Os
objetivos da reabilitacdo nesses casos sdo a prevencdo da atrofia muscular, a
manutencao da amplitude de movimento articular e a recuperacdo da motricidade e
da sensibilidade das areas afetadas pela lesdo (FERNANDES et al., 2005).

No que diz respeito a estrutura articular, diversas técnicas e terapias nao
cirargicas sao usadas para controlar os sintomas e a incapacidade provenientes de
lesdes da cartilagem articular, retardando as alteracdes degenerativas destas e, em

alguns casos, revertendo as lesdes. Além dos tratamentos farmacologicos, as



26

técnicas ndo farmacologicas como modalidades de frio e calor, uso de értese para
descarga de peso, alteracdes de habitos de vida, educacdo do paciente e a realizacdo
de exercicios fisicos constituem estratégias eficazes no enfrentamento dessas lesbes
(SIMON; JACKSON, 2006).

A maioria das formas de exercicio terapéutico destinam-se ao aumento da
forca muscular, a amplitude de movimento das articulacbes ou aos beneficios
cardiorrespiratérios causados por eles. Os exercicios terapéuticos sdo um meio
bastante utilizado para a estimulagéo de crescimento e regeneracdo dos axdnios dos
nervos periféricos por ativarem naturalmente os aferentes motores e 0s neurdnios
primarios por meio dos seus préprios circuitos neuronais, sem que ocorra 0 mau
direcionamento desses axoOnios para locais inapropriados (ENGLISH; WILHELM,;
SABATIER, 2011).

Sobral et al. (2008), com o objetivo de verificar a influéncia do exercicio de
natacao livre iniciado nas fases imediata e tardia da regeneracdo sobre as
caracteristicas funcionais do nervo isquiatico de ratos apds axoniotmese, observaram
gue, independentemente da realizacdo de exercicio, ocorreu um retorno gradual da
funcdo do nervo apds a lesdo. Entretanto, no grupo que iniciou o exercicio na fase
imediata, percebeu-se que a natacdo acelerou o processo de recuperacao funcional
a partir do 14° dia pés-operatorio, o que sugere a indicacéo do exercicio na fase aguda
da lesé@o. Além disso, sabe-se que o exercicio precoce minimiza os efeitos deletérios
da desnervacgao sobre os musculos.

Em contrapartida, um estudo realizado por Possamai, Siepko e André (2010),
no qual os animais foram submetidos a lesé@o por esmagamento do nervo isquiatico e
realizaram 30 minutos por dia de natacdo durante 21 dias, iniciando no 1°, 7° e 14° dia
apos lesdo, foi concluido que o exercicio terapéutico foi incapaz de acelerar o
processo regenerativo.

Com o objetivo de analisar a influéncia da estimulacéo elétrica, da natacéo e
da associacdo das duas modalidades na morfologia do nervo isquiatico regenerado
ap6s axoniotmese, Oliveira et al. (2008) notaram que a natacdo e a estimulacdo
elétrica individualmente nao interferiram na maturacdo das fibras e na recuperacéo
funcional. Contudo, a associacdo dos dois tratamentos retardou a recuperacao

funcional sem afetar a regeneracao do nervo.
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O treinamento resistido, ou exercicio de fortalecimento, € uma forma de
atividade fisica que é realizada para melhorar a aptiddo muscular, por meio do
movimento de um musculo ou um grupo muscular contra uma resisténcia externa
(ACSM, 2014).

Os resultados do estudo de Hornberger e Farrar (2004), em que 0S animais
realizaram exercicios resistidos de subida de escada com carga crescente,
descreveram um modelo animal que simula os parametros de formacéo e adaptacao
fisiologica observados nos exercicios de resisténcia progressiva nos humanos.

Os poucos estudos experimentais que tém empregado o exercicio fisico
resistido na reabilitacdo de lesdo traumatica do nervo isquiatico em modelos animais
para estimular a regeneracao nervosa e melhorar a recuperagao funcional apresentam
resultados divergentes.

Van Meeteren et al. (1997), concluiram que o treinamento resistido melhora o
retorno da funcdo sensorio-motora na fase inicial da recuperacdo, ou seja, nos
primeiros 24 dias, apos leséo do nervo periférico. Além disso, os efeitos benéficos do
exercicio permaneceram na fase final da recuperacéo do nervo periférico, 150 dias
apos a lesao.

llha et al. (2008) compararam exercicios de resisténcia, exercicios de
fortalecimento e a combinagcdo dos dois tipos na recuperacdo da funcdo motora do
membro posterior e regeneracdo nervosa apos lesdo isquiatica em ratos. Foi
observado que o treinamento de resisténcia melhorou a regeneracéo do nervo e, 0
treinamento de forca e a combinagcao dos dois tipos, pode retardar a recuperacao
funcional e ndo alteraram a regeneracao das fibras nervosas.

Os exercicios fisicos também promovem cargas de compressao na cartilagem
articular. A aplicacdo de forcas mecanicas tem grande influéncia na estrutura,
organizacdo, sintese e degradacdo da cartilagem articular (CARTER; BEAUPRE;
WONG, 2004). Kim, Bonassar e Grodzinsky (1995) e Waldman et al. (2003),
observaram que a atividade de biossintese dos condrdcitos é regulada por estimulos
mecanicos e que o aumento na espessura da cartilagem articular esta relacionado as
diferencas da magnitude de cargas mecanicas.

Quando o movimento articular € reestabelecido apdés desuso prolongado
resultante em perda das macromoléculas estruturais da matriz, que podem culminar

em lesdes permanentes, os condrécitos voltam a sintetizar as macromoléculas com
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suficiente rapidez e a cartilagem podera ser sintetizada com éxito tornando as
alteracdes reversiveis (HAAPALA; AROKOSKI; HYTTINEN, 1999; NARMONEVA et
al., 2002).

Alguns estudos avaliaram os efeitos do exercicio e da livre deambulagéo na
cartilagem articular, e encontraram melhores resultados na pratica de exercicios
(NEWTON; MOW; GARDNER, 1997). Dias et al. (2012) relataram que a cartilagem
pode recuperar-se da perda de proteoglicanos, causado pela privagcao de movimento,
devido ao aumento da densidade de condrécitos. Ainda, exercicios fisicos podem
prevenir ou reduzir a rigidez articular, melhorar o fluxo e a nutrigdo sinovial e estimular
a reparacao da cartilagem articular.

Sakakima et al. (2004) observaram que o exercicio de corrida em esteira
melhorou as alteracbes na éarea de seccdo transversa do muasculo sdOleo e
gastrocnémio, no numero total de fibras, nas caracteristicas morfologicas e na
amplitude de movimento do tornozelo em ratos apos um periodo de imobilizago.

Kunz et al. (2014) notaram que a combinacdo dos exercicios terapéuticos
aquaticos, natacéo e salto, auxiliaram na restauracdo do movimento, melhorando o
fluxo do liquido sinovial no interior da cavidade articular, favorecendo a nutricdo da
cartilagem e, proporcionando sua regeneracao.

A partir das informacdes ja existentes na literatura, sdo evidentes os efeitos
deletérios causados nos constituintes da articulagdo sinovial apés periodos de
desuso, condicdo que pode estar presente ap0s a compressao nervosa, bem como a
capacidade dos exercicios fisicos em reverter essas alteracdes. Nesse sentido, a
indicacdo de exercicios fisicos se mostraria como uma alternativa viavel na
manutencdo das propriedades da articulacdo talocrural apés a lesdo do nervo

periférico isquiatico.
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Resumo

Objetivo: verificar os efeitos do modelo experimental de compresséo isquiatica e o
tratamento com exercicio resistido sobre a morfologia da articulacdo talocrural de
ratos Wistar. Métodos: 32 ratos divididos em 4 grupos: G1 (controle), G2 (lesao), G3
(exercicio) e G4 (leséo e exercicio). Trés dias apos a cirurgia de compressao do nervo
isquiédtico, os grupos G3 e G4 foram submetidos ao exercicio resistido de subida em
escada durante 21 dias. Ao término do periodo experimental, as articulagbes do
tornozelo seguiram o processamento padrédo para analises qualitativas e quantitativas
em microscopia de luz. Resultados: ndo foram encontradas diferengas significativas
guanto a espessura da cartilagem articular na tibia e o talus. J& quanto ao numero de
condrécitos na tibia, G2 e G3 apresentaram mais células na regido anterior da
cartilagem articular em relacéo a G1, condicao revertida nos animais de G4. No talus,
houve aumento do niumero de condrécitos tanto na regido articular anterior quanto na
posterior de G2 e G3, sendo que em G4, esta hipercelularidade se manteve apenas
na regido posterior. Quanto a regido central da articulagdo, todos 0s grupos
experimentais apresentaram maior densidade celular em relacdo ao G1. Na analise
morfoldgica, no grupo leséao (G2), foram verificadas alteragdes na tibia e no talus, com
presenca de floculagdes, invaginacdo do osso subcondral, descontinuidade da
tidemark e panus recobrindo o osso subcondral no talus, bem como altera¢des na
membrana sinovial. Concluséo: a compressao isquiatica levou ao aumento do
namero de condrécitos principalmente no talus e também produziu alteracbes
morfolégicas degenerativas na cartilagem e na membrana sinovial. O exercicio fisico
resistido recuperou as caracteristicas morfolégicas dos componentes da articulacao
talocrural, mostrando sua eficiéncia terapéutica na recuperacao articular frente a
lesGes nervosas.

Palavras-chave: Neuropatias, reabilitacdo, ciatalgia, articulagcdo do tornozelo,
cartilagem articular.
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Introducéo

As lesBes no nervo isquiético, se caracterizam pela perda ou diminui¢do da
sensibilidade e da motricidade no territério inervado, conduzindo a um
comprometimento das atividades funcionais do individuo. Os transtornos e as
incapacidades ocasionadas também acarretam no afastamento dessas pessoas das
suas funcdes laborais, gerando um alto custo social com impactos econémicos para
o0 sistema de salde e para o setor previdenciario, devido as internacdes,
aposentadorias precoces e auxilios doenca®?.

Ainda, a ciatalgia pode causar dorméncia, parestesia, fraqueza e atrofia dos
musculos efetores, bem como comprometimento das fun¢g6es e movimentos normais
do membro inferior do individuo, uma vez que esta musculatura atua na motricidade
das articulacdes®*. Entre estas, a do tornozelo/ou talocrural, que é responsavel por
proporcionar uma base estavel de suporte para o corpo, além de impulsiona-lo
efetivamente durante a locomocéao®.

Nas articulacbes, as lesbes nervosas resultam em menor amplitude de
movimento, com diminuicdo da descarga de peso no membro afetado. Como
consequéncia ha reducdo do estimulo mecéanico necessario a manutencdo das
propriedades morfoldgicas da articulacdo®®, como mudancgas na cartilagem articular e
na membrana sinovial, porém os dados s&o controversos®-4,

Dentro dos programas de reabilitacdo, os exercicios fisicos destinam-se ao
aumento da forca muscular e da amplitude de movimento, e também estimulam o
crescimento e a regeneracdo nervosa'®. Apesar de sua crescente utilizagdo, ainda
existem divergéncias na literatura quanto ao melhor tipo de exercicio, sua intensidade
e o periodo mais indicado para seu inicio*¢-1°.

Considerando os efeitos da compressdo nervosa sobre a motricidade,
possiveis alteracdes morfolégicas advindas do desuso do membro, escassez de
estudos na articulacdo do tornozelo, e os potenciais efeitos do exercicio resistido
como modalidade terapéutica, o presente estudo objetiva analisar os efeitos da
compressao nervosa isquiatica e do tratamento com exercicio resistido de subida em

escada sobre a morfologia da articulacdo talocrural de ratos Wistar.
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Materiais e Métodos
Caracterizacao da amostra
Foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar, com idade de 10+1 semanas,
peso médio de 350-400 gramas, obtidos do Biotério Central da UNIOESTE - Campus
de Cascavel. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em condi¢des
ambientais controladas, com ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de
24°C+1°C, com acesso livre a 4gua e racdo Todos os procedimentos metodoldgicos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE,
campus de Cascavel/PR.
Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n = 8/grupo):
e Grupo 1 (G1) — grupo controle, composto por animais que ndo foram
submetidos a nenhum tipo de intervencao.
e Grupo 2 (G2) — grupo lesdo, composto por animais que foram submetidos
ao modelo experimental de compressao do nervo isquiatico.
e Grupo 3 (G3) — grupo exercicio, composto por animais que foram
submetidos ao exercicio resistido de subida em escada.
e Grupo 4 (G4) — grupo lesdo e exercicio, composto por animais que foram
submetidos ao modelo de compressdo nervosa e tratados com exercicio

resistido de subida em escada.

Modelo Experimental de Compressao Isquiéatica

O modelo de compressdo adotado no presente estudo € classificado como
uma lesédo nervosa periférica do tipo axoniotmese?° e foi realizado nos animais dos
grupos G2 e G4.

Apés a pesagem dos animais e a aplicacdo de anestesia intraperitoneal com
guetamina (95 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg), e verificacdo do estado de consciéncia,
os animais foram posicionados em decubito ventral com os membros em abducéao.
Foi realizada a tricotomia no terco médio da coxa direita, e em seguida, feita uma
incisdo paralela as fibras do musculo biceps femoral, expondo o nervo isquiatico
(Figura 1). Com o auxilio de uma pinca hemostatica, o nervo foi comprimido durante
30 segundos. A pressao de pincamento foi padronizada para todos os animais, se
utilizando como referéncia o segundo dente da cremalheira, sendo todos os

pincamentos realizados pelo mesmo pesquisador?.
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Figura 1: Imagens representando a sequéncia do protocolo de lesdo. Em A: Posicionamento em
decubito ventral com os membros em abducdo; B: Tricotomia do terco média da coxa; C: Incisao
paralela as fibras do musculo biceps femoral; D: Exposicao do nervo isquiatico; E e F: Compresséo do
nervo com uso de pinca hemostatica

Ao final do procedimento de compressao nervosa, o nervo foi reposicionado
anatomicamente e o plano cutaneo suturado com pontos simples, utilizando fio de
nylon monofilamento, seguido de aplicacdo de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine®)
sobre a incisdo e entdo, os animais foram alojados nas mesmas condi¢cdes pré-

cirargicas.

Protocolo do Exercicio

O protocolo de exercicio resistido foi adaptado de Hornberger e Farrar?:. Para
tanto, foi utilizada uma escada vertical, feita de madeira com 67 degraus de ferro, com
espacamento de 1 cm entre cada degrau, com altura de 118 cm e 20,5 cm de largura,
mantida em inclinacédo de aproximadamente 60° graus. Na parte superior da escada
foi adaptada uma gaiola, com uma altura de 18,5 cm e 15 cm de largura, que serviu
como abrigo durante o periodo de descanso entre as séries de exercicios (Figura 2).

Antes da cirurgia de compressédo do nervo isquiatico, todos os animais foram
submetidos a um protocolo de familiarizagdo com a escada, para que todos
apresentassem as mesmas condicfes no momento da cirurgia. O treino consistiu em
3 ensaios por dia, cinco dias por semana durante duas semanas, totalizando 10 dias
de adaptacao. Na segunda semana, foi adicionada uma carga de 100 gramas, que foi
fixada na porcdo proximal da cauda do animal. Como na literatura existem
divergéncias em relacédo a sobrecarga imposta nos animais??>23, este estudo utilizou

uma sobrecarga de 35-40% da massa corporal total do animal.
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O tratamento com exercicio de subida em escada iniciou no 3° dia apés o
procedimento cirdrgico (3° PO). Os animais dos grupos G3 (exercicio) e G4 (leséo e
exercicio) foram submetidos ao exercicio resistido durante cinco dias por semana por
trés semanas. O exercicio foi executado em duas séries de 10 subidas consecutivas
na escada, com um intervalo de 60 segundos entre as séries para descanso.

A padronizacgéo do inicio do tratamento no 3° PO, considerou os resultados
de Gaffuri et al.?* e a duragdo do tratamento de 21 dias considerou os dados de Gorio

et al.?®

Figura 2: Imagem demonstrando a realizag&o do exercicio de subida em escada

Eutanéasia dos Animais e Anédlise Histoldgica

Apés 24 horas do término do tratamento, os animais foram pesados e
anestesiados com quetamina (95 mg/Kg) e xilazina (12 mg/Kg), e eutanasiados. O
membro pélvico direito foi dissecado, as articulacdes talocrurais coletadas e, apds a
fixacdo em Metacarn, foram lavadas em agua destilada e descalcificadas em acido
tricloroacético (TCA) a 5% por aproximadamente 15 dias. Seguiram o protocolo para
inclusdo em parafina e microtomia, com cortes de 7 um em microtomo Olympus® CUT
4055. As laminas com corte sagital da articulacdo foram coradas em hematoxilina e
eosina?®, para morfologia geral e O-fast Green?’ para cartilagem articular.

As analises morfologicas e morfométricas dos tecidos articulares foram
efetuadas em microscépio de luz (Olympus®) e fotomicrografados os campos visuais
de interesse, nas objetivas de 20 e 40 vezes. O protocolo de mensuracdo da

espessura da cartilagem articular e do nimero de condrdcitos foi 0 mesmo utilizado
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por Kunz et al.'? (Figura 3), definindo como areas de interesse a regido articular
anterior (P1), média (P2) e posterior (P3). Além da morfometria foram também
observadas as caracteristicas morfoldgicas da cartilagem articular, como o0 aspecto
da superficie articular e a presenca de fissuras, panus, floculacées e clones celulares,

assim como do 0sso subcondral e da membrana sinovial.

Figura 3: Fotomicrografia da articulagao talocrural de ratos Wistar mostrando as areas de
mensuracdo: P1: regido articular anterior; P2: regiao média; P3: regido articular posterior. Corte

sagital, coloracdo em Safranina O-fast Green. (Fonte: Kunz et al.'?)

Anélise estatistica

Os dados referentes aos efeitos do exercicio resistido de subida em escada
sobre a articulacao talocrural, foram analisados com auxilio do programa BioEstat 5.0
e apresentados em média e desvio-padrdo. Apos constatacdo da normalidade dos
dados, para realizar a comparacao dos diferentes grupos, foi utilizado ANOVA
(Analysis of Variance) one-way com pos teste t, de acordo com as diferentes variaveis

avaliadas. O nivel de significancia aceito foi de 5%.



Resultados

Anadlise histomorfométrica da espessura da cartilagem articular

46

Na analise da espessura da cartilagem articular ndo foram encontradas

diferencas significativas entre os locais de mensuracéo nas regides articulares (P1,

P2 e P3), tanto no talus quanto na tibia, em nenhum dos grupos (Tabela 1).

Tabela 1. Espessura da Cartilagem articular (um) da tibia e do talus.

GRUPOS
Lesao
ESPESSURA DA Controle Lesdo Exercicio +
CARTILAGEM (G1) (G2) (G3) Exercicio

(G4)
P1 | 142,3+36,4 | 175,34+24,7 | 185,6+29,5 | 189,1+29,8
Tibia P2 | 177,7+29,4 149,5+9,0 175,8+26,1 186,3+42,8
P3 | 151,6+42,2 134,4+38,3 117,9+36,9 | 153,9+48,3
P1 | 135,6+%19,2 143,6+28,3 152,3+23,6 | 165,4+15,9
Talus P2 | 142,9+18,7 154,8+13,8 140,7+23,7 142,0+£33,7
P3 | 144,3+25,2 161,9+62,4 149,8+42,8 | 170,8+44,0

Legenda: P1 — regido articular anterior; P2 — regido articular média; P3 — regido articular posterior.
N&o houve diferengas significativas.

Andlise histomorfométrica do numero de condrdcitos na cartilagem
articular datibia e do talus.

Em relacédo ao numero de condrécitos da tibia, houve diferencas significativas
entre 0s grupos somente em P1. Nesta regido articular, G2 e G3 apresentaram 62%
e 43% mais células na cartilagem respectivamente, em relacédo a G1. Ainda, G4 teve
25% menos condrocitos na regido articular anterior quando comparado com G2. Nas
demais regifes articulares da tibia (P2 e P3) ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas quanto ao nimero de condrécitos (Tabela 2).

Ja no talus, houve aumento de 57% e 45% no numero de condrocitos da
cartilagem articular anterior (P1) em G2 e G3, respectivamente, quando comparado
com G1. Em G4, foi verificada reducdo de 26% no nimero de condrécitos em relacéo
a G2. Quanto ao centro da articulacdo (P2), todos os grupos apresentaram maior
densidade celular em relagdo ao controle (G1), de 59% em G2, 69% em G3 e 48%
maior em G4. Ja em P3, regido articular posterior, G2 e G3 tiveram aumento de 27%
e 39%, respectivamente, no niumero de condrécitos em relacdo a G1.

Tabela 2. NUmero de condrdcitos na cartilagem articular da tibia e do talus.
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GRUPOS

) Lesé&o

NUMERO DE Controle || . (G2) Exercicio +
CONDROCITOS (G1) (G3) Exercicio

(G4)
P1 27,51£5,5 44,8+9,2* 39,3+11,3* | 33,6+7,7%
Tibia P2 28,6+3,1 39,248,1 42,519,2 37,1+10,6
P3 27,0+4,3 37,4+7,1 38,5+9,9 35,5+6.9
P1 25,1+4.8 39,4+7,6* 36,54,7* 29,3+7,3*
Talus P2 21,3+2,9 33,8+4,7* 36,1+5,3* | 31,5+5,5*
P3 30,6+4,8 38,8+6,1* 42,514 ,2* 35,6+7,1

Legenda: P1 — regido articular anterior; P2 — regido articular média; P3 — regido articular posterior.
* = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao G1 (controle).
# = diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao G2 (grupo leséo).

Andlise morfologica da articulagéo talocrural

As articulag@es talocrurais do grupo controle (G1) demonstraram morfologia
caracteristica na tibia e no talus, com superficie articular lisa e organizacdo normal de
suas caracteristicas celulares (Figuras 4A e 4B). Na zona superficial se visualizou
densidade celular maior, com os condrocitos dispostos em aglomerados horizontais,
de aspecto achatado. Na zona de transicdo as células assumiram aspecto
arredondado, com disposicdo isolada e em grupos iségenos. Em seguida, os
condrécitos estavam organizados em lacunas, correspondendo a zona profunda,
separada da zona calcificada por uma linha, a tidemark.

No entanto, em G2 (lesdo) na cartilagem da tibia, foram verificadas alteracdes
morfoldgicas, como floculacdes, invaginacdo do osso subcondral e descontinuidade
da tidemark (Figura 4C). Quanto ao talus, se notou a presenca de clones celulares,
floculacbes, panus recobrindo o osso subcondral (Figura 4D), invaginacdo do 0sso
subcondral, aumento do nimero de condrocitos e a tidemark se mostrou descontinua.

No grupo exercicio (G3), ndo houve alteracbes na morfologia da cartilagem
articular da tibia (Figura 4E). Ja na cartilagem articular do talus dos animais
submetidos ao exercicio, foi verificada ténue descontinuidade da tidemark,
principalmente na regido articular anterior (P1), onde também se constatou aumento
do numero de condrécitos, bem como invaginacado do osso subcondral (Figura 4F).

Em G4 (leséo e exercicio) ainda estava presente uma discreta invaginagao do

0sso subcondral na cartilagem articular da tibia e do talus, na regido correspondente
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a P1, leve aumento do niumero de condrécitos e desorganizacao discreta da tidemark
(Figuras 4G e 4H).

A membrana sinovial do grupo controle (Gl) se apresentou com
caracteristicas normais, ou seja, de duas a trés camadas com sinovidcitos tipo A e
tipo B na intima sinovial, e na subintima tecido conjuntivo com predominancia de
células adiposas (Figura 5A). No grupo lesdo (G2), ela se apresentou levemente
espessa, com a intima desorganizada quanto a distribuicdo dos sinoviécitos e, na
subintima, discreta substituicdo do tipo de tecido conjuntivo, de adiposo para fibroso
(Figura 5B). A membrana sinovial dos animais no grupo exercicio (G3), néo
apresentou alteracdes, permanecendo o aspecto morfolégico normal (Figura 5C). No
grupo lesao e exercicio (G4) se observou a recuperacdo da organizacdo tecidual
(Figura 5D).
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Figura 4: Fotomicrografias da articulacdo talocrural de ratos Wistar, evidenciando a
cartilagem articular. Corte sagital, coloracdo hematoxilina e eosina. Em A, C, Ee G
cartilagem da tibia; Em B, D, F e H cartilagem do talus. Grupo controle (A e B), Grupo
leséo (C e D), Grupo exercicio (E e F) e Grupo leséo e exercicio (G e H). Em A e B,
evidenciando a cartilagem articular (Ca) e a presenca da tidemark (seta branca), com
aspecto normal. Em C, presenca de floculagdes (FI) na superficie da cartilagem e
invaginacdo do osso subcondral (asterisco) e em D, formacé&o de panus (Pa) e presenca
de clones celulares (Cl) e floculagbes (FI) mais evidentes. Em E e F, ténue
descontinuidade da tidemark (seta branca) e em F, invaginagcdo moderada do 0sso
subcondral (asterisco). Em G, auséncia da tidemark e em H, invaginacdo do 0sso
subcondral (asterisco) e reorganizacdo da cartilagem articular incluindo a tidemark (seta
branca). Cavidade articular (estrela) e osso subcondral (Os).

Figura 5: Fotomicrografias da membrana sinovial da articulag&o talocrural de ratos Wistar corte
sagital, coloragdo hematoxilina e eosina, Grupo controle (A), Grupo leséo (B), Grupo exercicio
(C) e grupo lesdo e exercicio (D); Em A, membrana com intima sinovial delgada (seta preta)
contendo os sinovidcitos e subintima (S), com predominancia de células adiposas (Ad). Em B,
espessamento da membrana sinovial que se apresenta discretamente fibrosa (asterisco) com
menor quantidade de adipécitos (Ad). Em C e D, membrana sinovial com a intima de aspecto
normal (seta preta), com predominancia de células adiposas (Ad) na subintima. Cavidade
articular (estrela).

50
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Discussao

No presente estudo verificou-se que a compressdo experimental do nervo
isquiatico, levou a alteracbes morfoldgicas na articulacéo talocrural. Uma vez que as
lesdes nervosas interrompem a comunicagdo neuromuscular, podendo levar a atrofia
dos musculos efetores?®29, Comisso, a biomecanica do tornozelo fica comprometida,
causando reducdo na amplitude de movimento da articulagdo®® e diminuicdo da
descarga de peso no membro afetado. Como consequéncia, ocorrem modificacdes
nas estruturas da articulagdo, em razédo da influéncia que a transferéncia de carga
desempenha na homeostase dos tecidos articulares332.

A espessura da cartilagem articular, tanto na tibia quanto no talus, ndo sofreu
alteracfes advindas da les@o nervosa isquiatica (G2), exercicio de subida de escada
(G3) e exercicio apds a lesdo (G4). Trudel et al.33, também nao verificaram alteracdo
da espessura, apesar desta ter se tornado irregular nos locais analisados. Ja
Hagiwara et al.'l, notaram que a espessura da cartilagem articular do joelho se
apresentou aumentada na regido de transicdo, o que pode estar relacionado ao
desuso do membro e diminuicdo na lubrificagdo da articulagdo. Roos e Dahlberg®*,
registraram um aumento da espessura da cartilagem do joelho apos a realizacdo de
exercicios aerobicos e de fortalecimento. Corroborando com os resultados do
presente estudo, Kunz et al.*?, também n&o encontraram alteracdes na espessura da
cartilagem articular, sugerindo que a articulacdo do tornozelo seria mais resistente as
modificacdes na espessura da cartilagem.

O aumento do numero de condrdcitos observados nos animais de G2 e G3,
também foi verificado nos estudos de Renner et al.l* e Del Carlo et al.*®. Outros
autores verificaram reducéo na densidade celular®3336, Segundo Whiting e Zernicke?,
o0 exercicio fisico prolongado em animais, pode produzir hipertrofia dos condrécitos e
aumento do seu numero. A alteracdo na descarga de peso sobre a articulacao leva a
mudancas na matriz da cartilagem?’. O aparecimento de lesdes degenerativas pode
nao ser resultado direto de pressdes de contato elevadas e sim de alteracdes na
cinematica articular3®. Assim, tanto a diminuicdo na descarga de peso causada pela
lesdo, quanto o aumento gerado pelo exercicio, podem alterar mecanicamente a
cartilagem, resultando em alteracées na densidade dos condrdcitos.

A lesdo nervosa (G2), além de alterar o numero de condrécitos, causou o

aparecimento de floculagdes e invaginagdo do osso subcondral na tibia. No talus,
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essas alteracdes foram mais marcantes, com presenca de clones celulares e panus
recobrindo o osso subcondral. Segundo Melo et al.*%, os clones celulares representam
a hiperatividade dos condrdcitos nas zonas média e profunda, em resposta ao
estresse anormal causado pelo desequilibrio na distribuicdo das forcas sobre a
superficie articular. Nagai et al.'3, analisaram a superficie da cartilagem do joelho apés
um modelo de imobilizag&o, e verificaram uma degeneragéo progressiva da cartilagem
com hipertrofia, degeneracdo celular, floculagbes e mudancas da densidade da
coloracdo. Os autores concluiram que estas alteracdes dependem da regido
especifica e do tempo de imobilizacao.

As alteracdes verificadas na membrana sinovial dos animais submetidos a
lesdo nervosa, como espessamento, desorganizacdo da camada intima quanto a
distribuicdo dos sinovidcitos, e na subintima discreta substituicdo do tecido conjuntivo
de adiposo para fibroso também foram descritas por Melo et al.3?, Ando et al.'° e Trudel
et al.%3. A rigidez articular e a diminuicdo da amplitude de movimento, resultado da
menor descarga de peso causada pela lesdo nervosa, seriam responsaveis pelo
espessamento da membrana sinovial®®, levando a um nivel inferior do teor de
proteoglicanos®, interferindo na producédo de fluido sinovial e, consequentemente,
reduzindo o suprimento nutricional a cartilagem3?35, Segundo Kojima et al.*!, estas
alteracoes podem estar relacionadas a presenca de floculagbes, corrosao e fissuras
na cartilagem articular.

Ainda segundo Hadler-Olsen et al.*? e Takaishi et al.** as alteragcGes
observadas nos grupos G2 e G3 podem ser resultado do aumento na taxa de sintese
e secrecdo de enzimas degradadoras de matriz pelos condrdcitos, bem como a
producéo de metaloproteases, capazes de desdobrar o colageno e os proteoglicanos,
gue liberam seus fragmentos no fluido articular, enfraquecendo a matriz da cartilagem.
O liquido sinovial e a capsula articular fibrosa respondem a estes fragmentos e a
outros mediadores bioguimicos, como citocinas e leucotrienos, levando a alteragées
nos demais componentes da articulacao.

Nos animais de G4 pode-se perceber de forma geral uma reorganizacao
tecidual da cartilagem articular e da membrana sinovial, indicando que o exercicio
fisico resistido acelerou a recuperacdo dos constituintes articulares. De acordo com
Ando et al.?’, a restauracdo do movimento reduz a rigidez da articulacdo, melhora o

fluxo do liquido sinovial na cavidade articular, promovendo a nutricdo da cartilagem e
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sua consequente regeneracdo. O exercicio fisico tem sido visto como uma ferramenta
importante na manutencgao da integridade da cartilagem, impedindo a degeneracéo e
mantendo suas propriedades biomecanicas*. A forca de compressdo ou forca de
cisalhamento na articulacdo pode ser produzida por meio do exercicio fisico, levando
a regeneracdo da cartilagem articular'! e exercendo um efeito condroprotetor.

Hornberger e Farrar?!, submeteram os animais ao exercicio resistido de subida
em escada uma vez a cada trés dias, durante oito semanas, com carga crescente, e
assim, descreveram um modelo animal que simula os parametros de formacao e
adaptacdes fisioldgicas observados em humanos. Ainda, Cassilhas et al.??, utilizaram
o mesmo modelo de exercicio com cargas crescentes de 50% a 100% da massa
corporal total do animal e verificaram a hipertrofia nos misculos analisados.

Apesar do exercicio de subida em escada estar estabelecido na literatura como
resistido, este ndo é muito aplicado como modalidade terapéutica apos lesdes.
Seguindo protocolo similar ao do presente estudo, Vasilceac, Souza e Mattiello*®,
iniciaram o tratamento de subida em escada duas semanas ap0s a inducdo da
osteoartrite de joelho, se mostrando eficaz no remodelamento do colageno articular,
trazendo beneficios para o tecido cartilaginoso, e também modificacées no contetudo
dos condrocitos e proteoglicanos. Dessa forma, 0 exercicio se mostrou benéfico para
morfologia articular, tanto quando iniciado na fase aguda, como verificado no presente
estudo, quanto na fase crbénica apos lesao.

Segundo Martins et al.*” e Marimoto et al.*®, o exercicio fisico promove reducéo
da dor e recuperacéo funcional da articulagcdo apds lesdo nervosa isquiatica, bem
como diminui a limitacdo articular presente apos periodos de imobilizacdo. Jang e
Lee®® verificaram que o exercicio em esteira apds lesdo nervosa isquiatica
experimental, melhora a biomecanica das articula¢cdes do tornozelo, joelho e quadril
durante a marcha, constatando-se que o exercicio produz efeitos analgésicos e
restaura a funcéo motora quando iniciado precocemente®°,

Assim, o modelo de compressdo nervosa utilizado neste estudo, provocou
aumento no namero de condrdcitos em todas as regides do talus e na regido articular
anterior datibia, bem como alteracées morfolégicas na cartilagem, no osso subcondral
e na membrana sinovial da articulacéo talocrural, porém néo levou a modificacGes na

espessura da cartilagem articular. O exercicio fisico resistido de subida em escada,



54

iniciado na fase aguda pds-lesédo, foi eficaz no restabelecimento da morfologia da

articulacao talocrural.
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ANEXO A

Parecer de aprovacao do projeto

U unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Paruna

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Avaliagao do exercicio resistido, associado ou
nao a Vanilina,em modelo experimental de compressdao do nervo
isquiatico”, sob vossa coordenacdo, foi avaliado pelo CEUA como
APROVADO para execugao.

ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apo6s o encerramento das atividades previstas e apdés o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado
Experimental.

Cascavel, 11/04/2014

2
Dirceu Baumgartner
Coordenador do CEUA

Portaria no 1130/2014-GRE
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ANEXO B

Normas para publicagdo da Osteoarthritis And Cartilage

OSTEOARTHRITIS AND CARTILAGE is the official journal of the Osteoarthritis
Research Society International. The Journal serves as a focal point and forum for the
exchange of ideas for the many kinds of scientists, specialists and practitioners
concerned with osteoarthritis and cartilage. One of its aims is to foster the cross-
fertilization between clinical and basic sciences of the various disciplines involved.
Osteoarthritis and Cartilage publishes manuscripts representing originality and
scientific excellence on all aspects of osteoarthritis, cartilage and cartilage repair. The
Journal welcomes clinical, epidemiological, experimental, translational and other types
of research relevant to osteoarthritis and cartilage. Osteoarthritis and Cartilage aims

for an independent, fair and rapid peer review of submitted manuscripts.

MANUSCRIPT FORMAT

Full length original research article

Full length original articles should amount to no more than 4000 words, 8 figures and
tables, and 50 references. Each of the following sections should be included in the
manuscript in this order: Title page, Abstract, Introduction, Method, Results,
Discussion, Acknowledgments, Author contributions, Role of the funding source,
Conflict of interest, References, Figure legends, each individual Table, each individual

Figure. Specific recommendations relating to these manuscript sections follow below.

Reporting animal and laboratory experiments

To fully understand the context, methods, data and conclusions that relate to an
experiment, the reader must have access to appropriate background information. The
experiment should be described in a way that makes it possible for the reader to repeat
it. A clear description of the chosen study design is necessary for the reader's
understanding of both the experiment and the statistical analysis of the data generated

by the experiment.
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Additional information relevant to the high quality reporting of animal model studies in
osteoarthritis research may be found in the following OAC publications: Reference 1),
Reference 2 and Reference 3

Osteoarthritis and Cartilage supports the ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments) guidelines to improve standards of reporting of animal experiments and
ensure that the data can be fully evaluated and utlized [External link
http://www.nc3rs.org.uk/page.asp?id=1357] (Kilkenny C, Browne WJ, Cuthill IC,
Emerson M, Altman DG (2010) Improving Bioscience Research Reporting: The
ARRIVE Guidelines for Reporting Animal Research. PLoS Biol 8(6): e1000412.
doi:10.1371/journal.pbio.1000412). Adherence to these recommendations will greatly
facilitate the review of manuscripts, decrease the likelihood of multiple revisions, and

improve the chances of acceptance for publication.

The design and analysis of experiments using microarray technology poses some
specific challenges, and authors intending to submit such studies to Osteoarthritis and
Cartilage are recommended to read the article "Churchill GA. Fundamentals of
experimental design for cDNA microarrays. Nature Genetics suppl. 2002;32:490-5.
D0i10.1038/ng1031". Many journals, including Osteoarthritis and Cartilage, now also
require, as an example, that authors reporting microarray-based experiments comply
with the Minimum Information about a Microarray Experiment (MIAME) checklist (link
to External link http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html) as a
prerequisite for publication. Similar minimum information guidelines are available for
reporting proteomics (MIAPE External link http://www.psidev.info/miape/) and other
types of 'omics' studies. For further reading on evolving reporting guidelines, see
Minimum reporting guidelines for biological and biomedical investigations (MIBBI)

(External link http://www.mibbi.org).

Analysis units. Describe the experimental unit clearly. This is usually the smallest unit
that can be independently randomized to a group, i.e. it should be possible to
randomize any two experimental units to different groups. The experimental unit should

also be the statistical analysis unit.
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Experimental design. Describe the randomization procedure, and present the number
of randomized units, replicates and number of times the experiment is repeated. If
blinding is used this should also be described. Formal experimental designs, like
randomized block, latin square, split-plot, etc., have been developed and are described
in a number of statistical textbooks. State clearly if one of these formal designs are
used. If this is not the case, describe and explain the used design in detail.

Manuscript sections
Title page
Title page should include affiliations and email addresses for each co-author,
and full contact details for the corresponding author.
When appropriate include a separate running title.

Abstracts

Abstracts should be no more than 250 words. The abstract should be structured
into sections, at least including the following: (1) Objective; (2) Design - if clinical to
include setting, selection of patients, details on the intervention, outcome measures,
etc.; if laboratory research to include details on materials and methods; (3) Results; (4)
Conclusions. For further detail on how to construct an abstract please refer to the
guidelines published in the Journal of the American Medical Association (JAMA
2004;291:125-9).

Keywords

Immediately after the abstract, provide a list of 3-6 keywords, using English
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and?, "of?). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing

purposes.

Running headline
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A running title of not more than 40 characters (including spaces), suitable for
page headings, should be provided at the bottom of the title page if the full title is longer

than 40 characters.

Introduction

Introduction should be brief, to the point, and contain the background that
motivated the study. You may assume that the reader is familiar with e.g. the fact than
osteoarthritis is a common joint disease, there's no need to repeat that in this journal.

Method

Methods shall contain details relevant to the conduct and interpretation of the
study. This includes a description of statistical methods sufficiently detailed so that an
investigator with access to the data can verify the results (see section below on
statistics). Classification criteria should be reported on patients (where relevant) by a
brief description of the clinical features of patients, and by reference to the criteria used.

Use of subheadings that aid clarity is encouraged.

Results

Avoid undue repetition of data in text and tables. Brief comments on the
significance of the results is appropriate, but broader aspects of interpretation is
reserved for discussion. Use of subheadings to aid clarity is encouraged.

It should be recognized in the results presentation that a statistically significant
effect or difference not necessarily is of interest, it may be too small to be relevant. It
is therefore better to specify the effect size/standardized response mean, and
presenting the uncertainty with a 95% confidence interval, than describing an effect as
statistically significant, or not statistically significant. P-values should be presented
numerically, without categorization, e.g. write p = 0.15, not ns, and p = 0.03, not p <
0.05. When computer printout says p = 0.0000, write p < 0.0001. Confidence intervals

should be presented as (lower limit, upper limit).

Discussion
Discussion section should contain a concise discussion of the findings in context

of relevant published data. Which of your results are confirmatory, which are novel?
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Specifically, how do your results advance this field of research? A section on limitations
of interpretation of results due to the selection of methods, materials or patients is often

recommended. Avoid lengthy extrapolation and speculation.
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