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RESUMO

Lesdes do sistema nervoso periférico sdo comuns e acarretam
perdas tanto sensitivas quanto motoras, tais lesdes interferem na vida do
individuo devido a diminui¢do do rendimento profissional.

O exercicio fisico ¢ um dos meios empregados no tratamento
das lesdes nervosas periféricas. No entanto, a grande quantidade de
dados conflitantes a respeito do tema estimula a realizagdo de mais
experimentos ¢ o uso de novas técnicas de analise que possam nos
ajudar a entender os efeitos reais do exercicio sobre o processo de
regeneragdo nervosa periférica.

Neste estudo utilizamos quatro grupos de animais (G1 a G4),
submetidos a um protocolo de treinamento (nado for¢ado) nas seguintes
condi¢des: G1 — grupo controle sedentario, G2 — Grupo submetido ao
exercicio diariamente durante 21 dias 24 horas apds a lesdo nervosa, G3
— grupo submetido ao exercicio 7 dias apds a lesdo durante 14 dias, G4 —
grupo submetido ao exercicio 24 horas ap6s a lesdo porém realizando
em dias alternados, dia sim, dia ndo. Todos os animais foram
submetidos a uma lesdo nervosa tipo axonotmese, pelo estrangulamento
do nervo isquidtico. As varidveis estudadas foram funcionais,
eletromiograficas, biomoleculares e morfologicas.

Nossos dados apontam para uma melhora funcional observada
através do indice funcional do isquidtico nos grupos exercitados, é
possivel constatar também um incremento na producdo de fatores
neurotréficos (BDNF e NGF) coincidindo com a diminuicdo da
expressdo da enzima iNOS e da citocina TNF — o nos grupos
exercitados. Nossos dados eletromiograficos mostram um padrio
semelhante de recuperacdo em todos os grupos. Os dados morfologicos
mostram que ao 21° dia os musculos gastrocnémios provenientes do
lado experimenal encontram-se com grandes areas de atrofia, os nevos
isquidticos tanto no coto proximal quanto distal mostram areas
extensamente desnervadas.

Em suma acreditamos que o exercicio da maneira que foi
proposto possa contribuir de forma positiva com o processo de
regeneragdo nervosa periférica.

PALAVRAS - CHAVE: Lesdo nervosa periférica,
axonotmese, nervo isquiatico, regeneracao nervosa.






ABSTRACT

Lesions of the peripheral nervous system are common and carry
both sensory and motor losses, such lesions interfere with the
individual's life due to decreased job performance.

Exercise is one of the means employed in the treatment of
peripheral nerve injuries. However, the large amount of conflicting data
regarding the subject stimulates performing more experiments and the
use of new analytical techniques that can help us understand the real
effects of exercise on the process of peripheral nerve regeneration.

In this study we used four groups of animals (Gl to G4),
underwent a training protocol (forced swim) as follows: G1 - control
sedentary group , G2 - Group submitted to exercise daily for 21 days 24
hours after nerve injury, G3 - group submitted to exercise 7 days after
injury for 14 days , G4 - the group submitted to exercise 24 hours after
injury but performing on alternate days , day in, day out . All animals
underwent a nerve injury Axonotmesis sort by strangulation of the
sciatic nerve. The variables studied were functional , electromyographic,
biomolecular and morphological .

Our data point to a functional improvement observed through
the sciatic functional index in the exercised groups, you can also see an
increase in production of neurotrophic factors ( BDNF and NGF )
coinciding with the decreased expression of iNOS and cytokine TNF - a
in exercised groups . Electromyographic data show a similar pattern of
recovery in all groups. The morphological data show that after 21 days
the gastrocnemius muscles from the side experimenal are with large
areas of atrophy, the sciatic nevi in both proximal and distal stump show
extensively denervated areas .

In short we believe that exercise the way it was proposed to contribute
positively to the process of peripheral nerve regeneration .

KEY - WORDS : Peripheral nerve injury , Axonotmesis, ischiatic
nerve, nerve regeneration .
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1.INTRODUCAO

Lesdes traumaticas do sistema nervoso periférico sdo comuns na
sociedade industrializada atual, é um tipo de problema encontrado com
frequéncia na atividade clinica diaria, e pelo geral ocasionam déficits
funcionais significativos na populagdo afetada, estas podem ser
temporarias ou permanentes. Tais lesdes levam a perdas tanto motoras
quanto sensoriais que podem interferir de forma muito acentuada na
qualidade de vida e atividade profissional do individuo (NOBLE et.al.,
1998). Diversas sdo as causas que geram as lesdes nervosas, entre elas
estdo, as atividades profissionais, domésticas, esportivas, acidentes
automobilisticos e agressoes fisicas (TOTH, 2009 ; BATISTA,
ALMEIDA; 2008).

Na prética clinica os diversos programas de atividade fisica sdo
muitas vezes empregados de forma empirica em pacientes com
neuropatias periféricas, tendo como base apenas a experiéncia do
profissional reabilitador (ILHA et.al., 2007).

Um dos problemas neste tipo de pesquisa é a quantificagdo do
processo de regeneracdo nervosa. Os estudos morfologicos,
eletrofisioldgicos e funcionais sdo bem estabelecidos como meio de
avaliagdo, mas a correlagdo entre eles é por vezes escassa (VEAS,
2009).

Este trabalho busca avaliar os dados obtidos através de analises
funcionais eletrofisiologicos, morfologicas e biomoleculares, resultantes
de ratos submetidos a diferentes rotinas de exercicio apos uma lesdo
nervosa periférica experimental.

1.1 Morfologia do nervo

Os nervos sdo descritos classicamente como cordoes
esbranquicados, achatados ou levemente cilindricos. A classificagdo
anatomica utiliza-se de termos como nervo craniano para descrever os
nervos que possuem fungdes especiais e tem sua origem no telencéfalo,
diencéfalo e tronco encefalico, e nervos espinais (periféricos) que se
originam de algum segmento da medula espinal e dirigem — se para o
tecido alvo (MENESES, 2011).

A diferen¢a entre um nervo e outro é melhor diferenciada
quanto a sua funcdo uma vez que a estrutura ndo ird variar
significativamente. De forma geral os nervos sdo uma via de mdo dupla
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levando o impulso nervoso para o tecido alvo, (eferentes) e trazendo o
impulso para o sistema nervoso central (aferentes) (KIERNAN, 2003).

Os axoOnios ou fibras nervosas possuem um revestimento
lipidico denominado de bainha de mielina, esta no sistema nervoso
periférico é fabricada pelas células de Schwann, similares em funcao aos
oligodentrocitos do sistema nervoso central (MENESES, 2011;
TREPEL, 2005).

A bainha de mieclina ndo é um envoltoério continuo, e sim
interrompido pelos internddulos, cada internédulo marca o inicio e o fim
de um envoltdério mielinico chamado de nodo de Ranvier (KIERNAN,
2003).

Colecdes de fibras nervosas sdo envoltas por tecido conjuntivo.
Cada fibra nervosa estda envolta por uma membrana delicada
denominada de endoneuro, varias fibras agrupam-se formando um feixe
nervoso envolto por uma segunda membrana chamada de perineuro. Por
fim, os feixes nervosos dentro de um nervo estdo envoltos pela ultima
membrana, o epineuro (WALDRAM, 2003), (Figura 1A). Vasos
sanguineos transitam entre estas membranas de tecido conjuntivo
formando uma rica rede capilar, esta ¢ importante no fornecimento de
nutrientes para as células em caso de lesdo (LEE ¢ WOLF, 2000),
(Figura 1B).
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no endoneuro
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Plexo venoso
RO Perineuro

Célula de Schwann

Figura — 1: A) Representag@o esquematica do nervo com suas bainhas de
revestimento. B) Representagdo da vascularizagdo de um nervo.
(Modificado de Lee e Wolfe, 2000).
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1.2 CLASSIFICACAO DAS LESOES NERVOSAS

As lesdes nervosas de ordem traumadtica sdo classificadas em
trés tipos conforme o grau de injuria sofrido pela fibra nervosa. Sao elas;
neuropraxia, axonotmese € neurotmese.

Esta classificagdo foi elaborada por Seddon em 1943 ¢ baseia-se
no grau de ruptura sofrido internamente pela fibra nervosa
(SARZENSKI, 2010).

Segundo Seddon, na neuropraxia ocorre uma lesdo leve com
baixa perda motora e sensitiva, ocorre um bloqueio na condugdo nervosa
devido a uma contusdo ou compressdo, no entanto, a fibra nervosa
permanece integra, a recuperagdo ¢ completa em poucos dias ou
semanas.

A axonotmese corresponde a uma tipica lesdo por esmagamento
com perda da continuidade axonal e consequente degeneragdo da bainha
de mielina (degeneragdo Walleriana), porém, sem perda das células de
Schwann uma vez que o tecido conjuntivo de suporte permanece
integro.

A neurotmese ¢ a lesdo de maior gravidade, ocorre uma sec¢io
total do nervo com perda total de sua continuidade, pode ser causada por
fraturas, cortes profundos, ferimentos com arma de fogo entre outros
(SIQUEIRA, 2007).

Uma nova forma de classificagdo das lesdes nervosas foi
proposta por Sunderland em 1978, este organizou a classificacdo de
Seddon em cinco tipos conforme o grau de agressdo sofrido pelo tecido.
A lesdo tipo I corresponde a neuropraxia descrita por Seddon. Na lesdo
tipo II ocorre degeneracdo do axonio distal ao local da lesdo porém, o
endoneuro permanece integro. Nas lesdes III e IV além da perda do
axonio perde-se também o endoneuro e o perineuro respectivamente. A
seccdo completa do nervo com perda axonal e de tecido conjuntivo
(incluindo o epineuro) ¢ uma lesdo tipo V. A figura 2 mostra a
correlagdo entre a classificagdo adotada por Seddon e por Sunderland.

Na pratica a classificagdo de Sunderland é pouco utilizada
prevalecendo a proposta de Seddon (DEUMENS etal, 2010;
SIQUEIRA, 2007). Ha ainda o modelo proposto por Birch em 2005 que
categoriza as lesdes em degenerativas quando ha qualquer grau de
descontinuidade da estrutura do axonio (axonotmese e neurotmese), e
ndo degenerativas quando mantem-se a viabilidade do axonio
(neuropraxia), este também ¢ valido pois, de forma simples faz
referéncia direta ao grau de integridade do axénio (VEAS, 2009).
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Figura — 2: Classificagdo de Seddon (Neuropraxia, axnotese e
neurotmese) ¢ de Sunderland (Tipologia de I a V), Seta indica
local de uma lesdo. (Modificado de Deumens et.al. 2010).

1.3 FISIOLOGIA DA LESAO E REGENERACAO

A lesdo do sistema nervoso periférico leva a perda parcial ou
total das fungdes sensitivas, e/ou motoras e vegetativas. Isso se da pois
ocorre a descontinuidade axonal, degeneragdo das fibras distais a lesdo e
eventual morte de alguns neurénios (NAVARRO et.al., 2007).

Mesmo apés a lesdo, o transporte anterégrado continua, o
transporte retrogrado no coto distal também persiste por varios dias. Em
consequéncia, as extremidades interrompidas intumescem devido ao
acimulo de organelas incapazes de progredir para além do local da
lesdo. Peptideos vasoativos tal como o CGRP (Peptideo relacionado ao
gene da calcitonina), acumulam-se em torno do coto proximal e
possivelmente contribui para a hiperemia local em torno da lesdo
(HALL, 2005).
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Quando o axo6nio perde a continuidade com o corpo celular, tal
qual em uma lesdo tipo axonotmese ou neurotmese, a por¢ao proximal
sofre degeneragao geralmente até o primeiro interndédulo, este processo €
denominado degeneragdo retrograda ou primaria. Por sua vez, a porgéo
distal pela perda de continuidade com o restante da célula sofre
degeneracdo Walleriana, (SOBRAL et.al., 2008). Esta ¢ caracterizada
pela fagocitose e remogdo dos residuos provenientes do processo
degenerativo. (BURNETT e ZAGGER, 2004).

O termo degeneragdo Walleriana foi adotado para descrever
uma série de mudancas que ocorrem apos lesdo a axonal, tanto no
sistema nervoso central quando no periférico.

Embora o termo seja usado para ambos, as células envolvidas
nao sdo as mesmas, tem-se a participagdo das células de Schwann e
macrofagos no sistema nervoso periférico e dos oligodentrocitos no
sistema nervoso central (ROTSHENKER, 2011).

A degeneracdo Walleriana desencadeia uma forte resposta
inflamatdria, onde as células de Schwann tem papel importante
(YDENS et.a., 2012). Estas células induzem a produgéao de citocinas pro
— inflamatorias tais como, fator de necrose tumoral (TNF), e
interleucinas, IL-1a e IL-1 (SHAMASH et.al., 2002). Posteriormente
estas citocinas induzirdo a expressdo de mediadores imunes adicionais,
que ao final da cascata de eventos favorecerdo o recrutamento de
macrofagos, células T e neutrofilos para a area lesionada do nervo
(PERRIN et.al., 2005).

Ha duas populagdes de macréfagos no nervo periférico lesado,
os residentes e os que sdo recrutados. Tanto um quanto outro respondem
rapidamente a lesdo, embora os macrofagos residentes, que constituem
cerca de 4% da populacdo celular do endoneuro tendem a responder
mais rapidamente (MUELLER et.al., 2001).

Os macrofagos ao chegarem no local da les@o atraidos pela
citocinas citadas anteriormente irdo penetrar nos tubos das células de
Schwann e iniciar o processo de degradacdo da mielina, com posterior
fagocitose dos detritos. A remocao destes detritos ¢ uma etapa essencial
uma vez que, de outro modo, a glicoproteina associada a mielina (MAG)
iria inibir o crescimento axonal (VEAS, 2009; HALL, 2005).

Todavia, este fenomeno degenerativo € importante visto que
cria um ambiente propicio para os axdnios sobreviventes regenerarems-
se. (CAMPBELL, 2008).

As células de Schwann, através das interdigitacdes do seu
citoplasma, se alinham na membrana basal do axdénio para formar
colunas de células chamas de bandas de Biingner, ou faixas de Von
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Biingner (JOHNSON et.al., 2005; LARS e DAHLIN 2004; KIERNAN,
2003). Estas bandas tem como objetivo guiar os axdnios em regeneragao
ao tecido alvo.

O tipo de lesdao nervosa influencia o sucesso da regeneracao das
fibras interrompidas uma vez que, lesdes por esmagamento ou lesdes
focais por congelamento tendem a apresentar maior sucesso durante a
regeneragdo, se comparadas a lesdes onde o nervo sofre sec¢do. Isso
deve-se ao fato de que lesdes mais brandas mantém a membrana basal
intacta, aumentando a chance dos brotos crescerem dentro das bandas de
Biinger e atingirem o tecido (GRIFFIN et.a., 2010).

Quanto a velocidade de regeneragdo, parece haver uma taxa de
crescimento axonal de 3,0 a 4,5 mm/dia em lesdes tipo axonotmese no
nervo isquiatico de ratos. Em humanos estima-se uma média 1,0 a 2,0
mm/dia, em nervos dos membros em geral, embora essas taxas ndo
sejam lineares (SIQUEIRA, 2007; LUNDBORG, 1987).

As alteracdes patologicas ndo limitam-se somente ao
segmento lesionado, o corpo celular passa por um processo denominado
de cromatolise, onde ocorre aumento de seu volume bem como aumento
do nucleo e nucléolo, deslocamento do nucleo para uma posi¢ao
excéntrica, dissolugdo dos corpos de Nissl e retragdo dos dendritos.
(SARZENSKI, 2010; JOHNSON et.al., 2005). Na figura 3 observa-se
esquematicamente as etapas do processo de degeneragao.
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Figura — 3: A) Eventos apos lesdo inicial, inicio da degeneracdo retrograda e
Walleriana. B) Notar inicio da cromatoélise no corpo celular. Formagao do cone de
crescimento ao nivel do internodulo anterior a lesdo. Macrofagos invadem o local e
fagocitam bainha de mielina. C) Brotamento de varios axdnios através do cone de
crescimento. Células de Schwann desacopladas da bainha de mielina formam um
cordao (Banda de Biingner). D) Axonio alcanga o 6rgdo alvo, demais brotamentos
que ndo tiveram sucesso sofrem degeneracdo. E) Regeneracdo mal sucedida com
formacao de neuroma. (Modificado de Deumens et.al. 2010).

Além de favorecer mecanicamente 0 meio para o crescimento
axonal, outra capacidade das células de Schwann ¢é a de secretar fatores
neurotroficos tais como o fator neurotrofico derivado do cérebro,
(BDNF — Brain derived neurotrophic factor) e o fator de crescimento
neural (NFG — neural growth factor), (CUNHA, 2010; IDE, 1996).

Estes sdo importantes no desenvolvimento, manutencdo e
plasticidade do sistema nervoso (ARON e KLEIN, 2011). Ambos sdo
polipeptidios pertencentes a familia das neurotrofinas. Os membros
desta familia ligam-se aos receptores tirosina quinase, a saber, TrKA
receptor do NGF e TrKB receptor do BDNF (JOHNSON et.al., 2008).

Durante a les@o nervosa, a expressdo destes fatores encontra-se
aumentada, retornando a padrdes normais ap6s a completa regeneragdo
axonal (MARTINELLI et. al., 2002).

Sabe-se que o BDNF derivado das células de Schwann e
motoneurdnios desempenha papel fundamental na recuperagdo do
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axonio apds lesdo nervosa (GORDON, 2009; ALLEN ¢ DAWBARN,
2006), pois atua de forma geral facilitando a regeneragdo do axonio
(WIHELM et.al, 2012; SEBBEN et.al, 2011; ENGLISH et.al., 2009).

Em meados dos anos 50, introduziu-se o conceito de fator de
crescimento neural, referindo-se ao NGF, uma nucleoproteina retirada
do sarcoma de ratos. Dotada da capacidade de melhorar o crescimento
das células nervosas, descobriu-se alguns anos mas tarde que o NGF nao
era uma nucleoproteina, e sim uma proteina, passando a ser identificada
como tal (GODOY, 2003; GUARDIA, 1992).

A respeito da atividade do NGF, seus niveis aumentam em
nervos danificados em resposta a uma lesdo, este fator atua de maneira
geral a promover a proliferagio e diferenciagdo de neurdnios (SEBBEN
eta., 2011; PETRUSKA e MENDELL, 2004).

O NGF atua principalmente promovendo a sobrevivéncia e
crescimento dos axonios de neurdnios sensoriais. Este fator suporta a
sobrevivéncia de neurdnios sensoriais do ganglio da raiz posterior da
medula espinal, também durante a fase embriondria. Além de estar
relacionado a sobrevida de neurdnios do sistema nervoso simpatico. Seu
papel na recuperacdo da funcdo do neurdnio motor é limitado ou até
mesmo ausente, devido a estas células ndo expressarem de forma
elevada os receptores TrKA (MADDURI e GANDER; 2010;
JOHNSON et.al., 2008).

Porém, os efeitos do NGF sobre neurénios motores poderiam se
dar de forma indireta. Apds lesdo ha um aumento da expressdo de
receptores p75 em neurdnios motores, este receptor possui uma baixa
afinidade pelo NGF. A promocdo do crescimento nervoso por
conseguinte, poderia ser atribuida a interacdo do NGF com este receptor
(SEBBEN et.al.,, 2011; ERNFORS et.al., 1989).

A recuperacdo nervosa saudavel depende também do tecido
muscular viavel, este também & capaz de liberar fatores neurotréficos
para estimular o crescimento axonal. Se o tecido muscular desnervado
comeca a se tornar fibrotico, estes fatores ndo podem ser liberados
(FEINBERG, 2006).

E Importante destacar o papel da enzima oxido nitrico sintase
(NOS), esta é responsavel pela producdo de 6xido nitrico (NO), um
radical livre gasoso gerado pela maioria das células frente a uma
diversidade de estimulos. Esta molécula pode apresentar efeitos
protetores no sistema nervoso, no entanto, ha evidencias de que niveis
aumentados resultem em citotoxicidade (EMIRANDETTI et.al, 2010;
CONTI et.al., 2004).
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A NOS apresenta trés isoformas reconhecidas, sendo a isoforma
II ou o6xido nitrico sintase induzida (iNOS), de maior relevancia quando
se trata de processos de degeneragdo/regeneragdo nervosa periférica
(WONG, 1996).

Em condigoes fisiologicas a iNOS ndo é expressa em nervos
isquiaticos, mostrando que a mesma nao estd envolvida na regulagdo
fisiologica normal deste nervo (LIN et.al., 2011). No entanto, ja se tem
bem descrito que apds lesdo do nervo isquidtico a expressdo de iNOS
aumenta drasticamente (LEVY et.al., 1999). Sua expressdo se da por
astrocitos e macrofagos via enzima L-arginina, esta claro que o dano
causado pela inflamagdo ¢ a razdo para a expressdo aumentada desta
enzima, embora seu papel no processo regenerativo ainda permaneca
obscuro (LIN et.al, 2011).

A quantidade de NO produzido ird via de regra determinar se
ele irda atuar de forma a proteger ou se tornar toxico para o tecido.
Pequenas quantidades sdo necessarias para o estado de homeostasia,
grandes quantidades como as produzidas via iNOS invariavelmente tem
acdo toxica (CERQUEIRA ¢ YOSHIDA, 2002).

Resultados de Sunico e Lopez mostram que o 6xido nitrico
interfere com o processo normal de diferenciacdo das células de
Schwann, este é necessario para alterar a forma das células com o intuito
de se alinharem em bandas de Biingner (SUNICO ¢ LOPEZ, 2010).

O o6xido nitrico também ¢ um potencial mediador no que se
refere a caracteristica da dor pds-lesdo nervosa. Considera-se que a
enzima ciclo-oxigenase-2 expressa pelos macrofagos que permanecem
dentro do endoneuro ap6s a fase inicial de retirada dos detritos, seja uma
mediadora da dor neuropatica cronica vista nas lesdes nervosas
periféricas (HALL, 2005).

1.4 BASES BIOMOLECULARES

Como citado anteriormente, os fatores neurotroficos sio
polipeptideos que participam ativamente do processo regenerativo, €
possivel quantificar sua expressdo no tecido através de técnicas
biomoleculares especificas. Umas delas, é a reagdo em cadeia de
polimerase em tempo real (RT-PCR). Desenvolvida em 1985 por
Randall Saiki e aperfeicoada em 1987 por Kairy Mullis, ambos
bioquimicos, a RT-PCR possibilita a amplificacdo de fragmentos de
DNA (Acido desoxirribonucleico) especificos, partindo-se de uma
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quantidade minima de DNA alvo ou RNA (Acido ribonucleico) total,
posteriormente  convertidos em DNA complementar (cDNA),
(RAHMAN et.al, 2013).

O cDNA ¢ uma ferramenta til em estudos de expressao génica,
pois indica quais proteinas estio sendo expressas no tecido. E
necessario escolher o Primer adequado que ird fazer a ligagdo com o
fragmento de DNA a ser amplificado. Primers sdo fitas curtas de DNA
artificiais, nucleotideos complementares para o inicio e fim do
fragmento (RAHMAN et.a., 2013; JOSHI e DESHPANDE, 2010).

No campo experimental a RT-PCR vem sendo empregada como
técnica auxiliar na investigacdo sobre os recursos que podem vir a
acelerar o processo de regeneragdo nervosa periférica. Através dela é
possivel mensurar a expressdo de fatores neurotroficos teciduais e,
associado a outras técnicas de analise, fazer dedugdes a respeito dos
resultados encontrados (ALRASHDAN et.al., 2010).

Apbés um tratamento fisico que visa acelerar o processo
regenerativo, espera-se como resultado, uma expressao maior de fatores
neurotroficos tais como NGF e BDNF, comparado a grupos nio
tratados (COBIANCHI, 2013).

1.5 BASES ELETROFISIOLOGICAS

Uma unidade motora é formada pelo neur6nio motor e pelas
fibras musculares por ele inervadas. O numero de fibras musculares em
uma unidade motora varia de pouco menos de dez a varias centenas,
dependendo do tamanho e da funcdo do musculo em questdo
(KIERNAN, 2003; DE LUCA, 1997). O ax6nio conduz impulsos
nervosos para as células musculares fazendo com que haja
despolarizagdo, esta se traduz em atividade elétrica manifestada na
forma de potencias de acdo que podem ser registrados por um
equipamento de eletromiografia (FORTI, 2005).

A eletromiografia pode ser definida essencialmente como sendo
o estudo da fun¢@o muscular através da averiguagdo do sinal elétrico
proveniente do musculo (TAMEEM e STASHUK, 2013).

O Sinal captado pelo eletromidgrafo, representa a somatoria
dos potencias de acdo das unidades motoras, ocorridas durante a
contragdo muscular em uma regido abrangida pelo eletrodo (FORTI,
2005), (Figura 4A).

Os potencias de unida motora apresentam basicamente dois
componentes, duragdo e amplitude (Figura 4B).
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O tempo de duracdo das unidades motoras ¢é talvez uma das
caracteristicas mais importantes. Geralmente, o padrdo de disparo de
curta duragdo das unidades motoras é comumente observado em
condi¢des de miopatia, enquanto que unidades que apresentam perfil de
longa duragdo sdo vistas em doencas neurogénicas. Embora este ndo
seja um padrdo ouro de diagndstico (BLUM e RUTKOVE, 2007).

A duracdio compreende o tempo entre a primeira deflexdo
negativa vertical da onda, e o ponto onde esta retorna a linha de base.
Este parametro reflete o nimero de fibras musculares em uma unidade
motora (PRESTON e SHAPIRO; 2005; BINNIE, et.al, 2004). E
frequentemente utilizada como pardmetro de diagnostico em
eletromiografia clinica, uma vez que. Os valores normais em humanos
sdo bem estabelecidos para cada musculo e faixa etaria do individuo
(CARRENO et. al., 2013).

A amplitude do potencial de acdo ¢ muito mais sujeita a
variagdo mesmo em sujeitos normais (PRESTON e SHAPIRO, 2005).
Esta depende fortemente de fatores como, distancia entre a agulha e a
unidade motora, numero de fibras musculares em uma unidade motora, €
diametro das fibras musculares. (BLUM e RUTKOVE, 2007).
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Figura — 4A): Representacdo esquematica de uma unidade motora com um
determinado numero de fibras musculares. A somatdria dos potencias de agdo de
cada fibra muscular sdo captadas pelo eletrodo. Modificado de Carrend, et. al;
2013. B) Um potencial de acdo motor com os eixos de amplitude, dada em
Milivolts e duragdo, dada em milisegundos. (Modificado de De Luca; 2003).
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Um exame de eletromiografia pode ser usado para averiguar a
recuperagdo nervosa periférica, visto que os padrdes eletromiograficos
diferem entre musculos normais e desnervados. Quando um musculo em
condi¢gdes normais com inervagdo integra encontra-se em repouso, nao
se deve visualizar nenhuma atividade no eletromiografo. Observa-se
somente a linha de base. Ao passo que, durante uma contracdo muscular
¢ possivel notar um numero reduzido de potencias de unidade motora
sendo cada uma delas separada uma da outra facilmente. Se a forga
muscular aumenta, incorporam-se ao sinal novos potencias que
densificam o tragado (NAVARRO, 2013; QUAN e BIRD, 1999).

Durante a contragdo muscular, o sinal d¢ EMG captado de um
musculo que apresenta potencias de unidades motoras normais, deve
mostrar um numero de duas a quatro ondas que cruzam a linha de base.
Este padrdo ¢ por vezes chamado de difasico, trifisico e até mesmo
polifasico (NAVARRO, 2013; PRESTON e SHAPIRO, 2005),
conforme mostrado na Figura 5SA.

Se ocorrer uma contragdo muscular progressiva a linha de base
tende a desaparecer mostrando um padrao denominado de interferencial
(Figura 5 B3).
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Figura — 5: A) Potenciais de unidade motora normais. B1)
Estado relaxado. B2) Contragao muscular. B3) Contracao
muscular mais acentuada gerando padrdo interferencial.
(Modificado de Navarro; 2013).
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A primeira manifestacdo causada pela desnervacdo axonal é a
presenga de potenciais de fibrilagdo. Estes sdo muitas vezes
considerados como marca da desnervacdo. Em humanos, estes
potenciais aparecem entre a 1° ¢ a 4° semana pos-lesdo. Caracterizam-
se inicialmente por amplitudes largas de aproximadamente 1mV, ja a
amplitude média que aparece dentro dos primeiros meses ¢ de 0,6 mV
caindo para 0,3mV em 6 meses (FEINBERG, 2006; BINNIE et.al,
2004). Tais potencias sdo representados na figura 6A.

Fibrilagdo é normalmente encontrada em qualquer doenca do
sistema nervoso em que existe lesdo axonal causando perda de inervagao
das fibras musculares. Apesar
destes potenciais serem causados sem divida, pela despolarizacio
parcial da membrana muscular, o seu significado permanece
desconhecido. Conforme procede a inervagdo apds lesdo, uma
determinada fibra muscular terd o seu potencial de membrana em
repouso restaurado e a despolarizagdo espontinea cessara (BLUM e
RUTKOVE, 2007).

Em sua morfologia apresentam-se como potencias
de curta duracdo, que podem ser tanto bifasicos mas, frequentemente
trifasicos (NAVARRO, 2013; BINNIE etz.al., 2004).

Outras manifestagdes visualizada em um musculo em estado
inicial de desnervacdo sdo as ondas positivas agudas (Figura 6B). Estas
sdo similares as fibrilagdes, porém diferem em sua morfologia. Iniciam
com uma forte deflexdo positiva seguida por um periodo negativo
prolongado. A amplitude varia entre 0,01 mV a 0,1 mV (PRESTON e
SHAPIRO 2005). A taxa de disparo apresenta-se mais variavel do que
os potenciais de fibrilacdo, caracterizando a despolarizagdo de uma
unica fibra muscular (BLUM e RUTKOVE 2007; MILLS, 2005).



Figura — 6: A) Potencias de agdo de fibrilagdo em
musculo desnervado. (Modificado de Navarro,
2013). B) Ondas positivas agudas (*). Mills, 2013.
C) Tragado de musculo em processo de reinervagao
durante contragdo muscular. Wu e colaboradores,
2013.

Uma vez que a eletromiografia oferece informagdes acerca da
atividade elétrica muscular e com isso, dados sobre a qualidade da
inervacdo em que se encontra o musculo, parece-nos que esta ¢ uma
ferramenta importante a ser levada em conta na avaliagdo da
recuperagdo nervosa em diferentes fases de um programa de exercicio.
Dentre outros pardmetros pode-se extrair através de um exame
eletromiografico dados referentes a diminui¢do na amplitude dos
potencias de ag@o, o que se relaciona com a diminui¢do do niimero de
fibras nervosas recrutadas (WALDRAM, 2003).

Gramsbergen e colaboradores ja no ano de 2000 utilizaram
registros do musculo gastrocnémio e tibial anterior durante a
deambulacdo de ratos submetidos a uma lesdo nervosa por esmagamento
do isquidtico. Estes autores serviram-se de variaveis tais como a
inspecdo da morfologia do sinal bruto, a amplitude do sinal e a taxa de
disparo tanto do lado sadio quando do lesionado, para fins de
comparacdo (GRAMSBERGEN et.al., 2000).
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Mcdonald e seus colaboradores também em 2000, realizaram
um estudo com 90 individuos, todos com algum grau de lesdo nervosa
periférica. Utilizaram a eletromiografia pela qual, através da
classificacdo dos potenciais de fibrilagdo e das ondas positivas agudas,
comparadas aos dados obtidos por exame de imagem por ressondncia
magnética do musculo, chegaram a conclusdo de que; a eletromiografia
¢ mais sensivel que a ressonancia magnética na detec¢do da desnervagdo
muscular (MCDODALD et.al., 2000).

A analise do sinal pode ser realizada de forma qualitativa e
quantitativa. A analise qualitativa oferece informacdes visuais a respeito
da morfologia do sinal. O método classico de analise descrito também
como semi-quantitativo consiste em utilizar o software de registro para a
mensuragdo manual dos parametros, tais como amplitude, duragdo e
frequéncia dos potencias de agdo, e posteriormente comparar estes dados
com valores ditos normais. Por fim uma analise mais acurada se da de
forma quantitativa, esta se faz por intermédio de férmulas matematicas
onde busca-se tratar os valores podendo ser estes paramétricos ou ndo
paramétricos, ¢ compara-los aos valores médios da amostra de
referéncia (WU et.al, 2013).

Uma das formas mais utilizadas para se extrair informagdes
partindo de um sinal bruto de EMG, ¢ através da determinagdo da raiz
quadrada da média do sinal, (Root Mean Square — RMS). O Sinal bruto
convertido em RMS representa o numero de unidades motoras ativas,
frequéncia de disparo e a forma dos potenciais. (FORTI, 2005;
BASMAIJIAN e¢ DE LUCA, 1985). Sendo desta forma um meio
excelente na determinag¢do da amplitude do sinal adquirido, através do
método chamado de analise do dominio do tempo.

1.7 EXERCICIO E LESAO NERVOSA PERIFERICA

Em reabilitacdo varias técnicas sdo empregadas no tratamento
de lesdes nervosas, o exercicio fisico/terapéutico ¢ uma delas. Os meios
utilizados como forma de produzir uma atividade fisica sdo os mais
variados. Desde treino em esteira, bicicleta € nado for¢ado, a treinos de
forca, submetendo uma determinada carga sobre a musculatura (UDINA
etal, 2011; ILHA, 2007).

Ha evidéncias de que o exercicio possa acelerar o processo
regenerativo, ndo surtir nenhum efeito sobre o processo, € até mesmo
atrasa-lo. Corroborando com os resultados acerca dos efeitos benéficos
do exercicio no processo de regeneragdo nervosa, podemos citar
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trabalhos de Udina e colaboradores (2011). Estes mostraram que ha
aumento na velocidade de crescimento dos axonios em ratos submetidos
a uma atividade fisica regular (UDINA et.al., 2011).

English e colaboradores (2009), ao seccionarem o0 nervo
isquiatico de ratos e aplicarem um programa de exercicio de 2 semanas,
5 dias por semana, 1 hora por dia, concluiram que o exercicio foi capaz
de acelerar a regeneracdo dos axonios lesionados, o meio utilizado para
o treino foi esteira motorizada (ENGLIS, et.al., 2009).

Pesquisas mais atuais utilizando esteira ¢ nado forcado como
meio de promover o exercicio, mostram o beneficio do mesmo na
regeneragdo nervosa. No entanto, concluem que se faz necessario uma
maior investigacdo acerca dos parametros até que se possa extrapolar os
resultados para o meio clinico (BOELTZ et al., 2013; TEODORI et.al.,
2011; PINILLA et.al, 2009; SABATIER, et.al., 2008).

Estudos mostram que o aumento na velocidade de regeneracdo
nervosa coincide com aumento na producdo de fatores neurotroficos tais
como BDNF, NGF e NT-3 (neurotrofina 3), importantes no processo
regenerativo (VOGELIN et.al., 2006; MOLTENI et.al., 2004, SKUP
et.al., 2002).

A explicacdo para que o exercicio fisico possa de alguma forma
acelerar a regeneragdo nervosa baseia-se na proposta de que, durante o
periodo de desnervagdo o exercicio tem a capacidade de estimular as
terminacdes aferentes dos musculos que estejam proximos ao local da
lesdo, estes por sua vez podem exercer algum estimulo em neurdénios
motores espinais através de conexdes sindpticas que normalmente
permaneceriam silenciosas (KOERBER et.al., 2006).

Contrarios a idéia de que o exercicio exerga efeitos positivos
durante a lesdo nervosa, Gutmann e Jakoubek (1963), ao submeterem
ratos que possuiam lesdo por esmagamento do nervo isquiatico ao nado
forcado, mostraram retardo na maturacdo sinaptica, concluindo que o
exercicio ndo ¢é benéfico nas fases inicias pos lesdo nervosa
(GUTMANN e JAKOUBEK, 1963). Essa idéia também foi
compartilhada por outros pesquisadores tais como Soucy e
colaboradores (1996) e Tam e colaboradores (2001), ambos mostrando
que o exercicio fisico prejudica o brotamento de motoneurénios (TAM
et. al., 2001; SOUCY et al., 1996).

Parece haver um efeito inibitorio causado pelo exercicio sobre
as células de Schwann, diminuindo sua habilidade de gerar pontes entre
os brotamentos do neurdnio e o musculo desnervado (TAM et al., 2001).

Sobral e colaboradores (2008), ao submeterem ratos com lesdo
tipo axonotmese do nervo isquidtico a um treino em esteira, na fase
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inicial e tardia, por 20 minutos/dia, 5 vezes por semana durante 14 dias,
concluiram que ndo houve influéncia do exercicio no grau de
funcionalidade do musculo reinervado, incremento no brotamento
axonal ou aumento na velocidade de maturacdo das fibras nervosas
(SOBRAL et.al., 2008).

Nao s6 a fase mas também a intensidade parece ser um
parametro importante a ser observado, na fase inicial da lesdo e de
forma amena, o exercicio poderia exercer efeito benéfico por acelerar a
recuperagdo sensorio-motora, crescimento axonal e recuperacao das
propriedades contrateis do musculo. Enquanto, o exercicio feito de
forma for¢ada tende a ser prejudicial, especialmente se for realizado na
fase inicial (VAN MEETEREN et.al., 1997).

Pelo breve exposto ¢ compreensivel que mais trabalhos devam
ser realizados para que se tenha certeza do real efeito do exercicio fisico
perante uma lesdo nervosa periférica em curso. Ao que parece, a linha
ténue existente entre o efeito benéfico e maléfico causado pelo exercicio
durante a regeneracgao nervosa ainda ndo foi descoberta.

A aplicagdio de diversos meios de analise durante a
experimentacdo pode facilitar o entendimento que nos falta a respeito
deste tema.

1.8 RECUPERACAO FUNCIONAL

A avaliagdo da regeneracdo nervosa em modelos experimentais
através de andlises morfologicas e eletrofisiologicas tem sido
amplamente utilizadas, no entanto, os resultados obtidos a partir destes
métodos podem ndo necessariamente estar relacionados a
funcionalidade do nervo em questio (WOLTHERS et.al, 2005).
Embora estes pardmetros sejam tteis ¢ importante conhecer o grau de
recuperagdo funcional tanto em humanos quanto em animais (MONTE-
RASO, 2006).

De Medinaceli e colaboradores em 1982, descreveram um
método confidvel para a avaliagdo do grau de recuperagdo nervosa
funcional de ratos, utilizando medidas pré-estabelecidas das patas do
animal durante a deambulagdo (MONTE-RASO, 2006). Este método foi
chamado de indice funcional do isquiatico (IFC). Para sua aplicagdo, é
preciso que os animais caminhassem por uma passarela especial apos
terem suas patas marcadas com tinta (GRIFFIN et.al., 2010).

A passarela contendo um papel quadriculado servia de registro
para a impressdo plantar, de onde as medidas foram retiradas e inseridas
na férmula para o calculo do IFC.
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Com o passar do tempo outras técnicas foram desenvolvidas
para a obtencdo da impressao plantar dos animais, a captura de imagem
em tempo real através da filmagem foi um grande avango. Uma vez
registradas em videos as medidas podiam ser retiradas e calculadas mais
facilmente ¢ com maior fidedignidade (GASPARINI, et.al., 2007).

O IFC baseia-se no fato de que lesdes do nervo isquiatico em
ratos levam a diminuicdo da flex@o plantar, diminui¢do do espalhamento
dos artelhos e tendéncia ao arrastamento da pata posterior, (VAREJAO
et.al.,, 2001; BAIN, et.al., 1989).
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2 JUSTIFICATIVA

A realizacdo deste trabalho justifica-se pelo fato de que ainda
existem inumeras informagdes controversas a respeito do tema, as varias formas
de andlise nem sempre se correlacionam, dificultando a interpretagdo dos
resultados. Buscou-se através deste trabalho o acréscimo de mais dados a
respeito dos efeitos do exercicio fisico sobre o processo de regeneragao nervosa
periférica, utilizando diversas formas de analise.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os possiveis efeitos de trés diferentes rotinas de
exercicio fisico sobre o processo de regeneragdo nervosa periférica em
ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Averiguar a recuperagdo funcional da marcha dos ratos ao
longo do processo de experimentagao.

2. Verificar e  comparar as  diferentes  repercussdes
eletromiograficas provenientes dos musculos gastrocnémios dos
animais ao longo do processo de experimentagao.

3. Quantificar a expressao génica dos fatores neurotroficos,
BDNEF, NGF, da enzima iNOS e do fator TNF-a, provenientes
de amostras dos nervos lesionados ao final da experimentagao.

4. Analisar o aspecto morfologico do musculo gastrocnémio, e dos
cotos proximal e distal do nervo lesionado ao final da
experimentagao.

5. Comparar e correlacionar as diversas varidveis (funcionais e
eletromiograficas) com os demais dados  obtidos
(biomoleculares e histologicos).
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados foram previamente
aprovados pela comissdo de ética em utilizagdo de animais da
Universidade Regional de Blumenau — FURB, sob o protocolo n°
017/2008 (CEUA-FURB).

4.1 AMOSTRA

A amostra foi constituida no total de 48 ratos Wistar machos
adultos, com peso entre 250 a 350 gramas, provenientes do biotério
central da Universidade Regional de Blumenau.

O rato foi selecionado para o exeperimento devido ao nosso
modelo de lesdo nervosa aplicar-se a este animal, além de sua habilidade
inata de nadar.

Durante o processo de experimentagdo o0s animais
permaneceram no biotério setorial do laboratoério de Fisioterapia
neurologica experimental da universidade alojados em gaiolas
individuais dentro de uma estante ventilada, recebendo de forma livre
agua pura e racio solida da marca Nuvilab®, as gaiolas foram
higienizadas duas vezes na semana nos mesmos horarios.

Os animais foram submetidos a um ciclo artificial claro-escuro
de 12 horas (7:00 hs as 19:00 hs), permanecendo no ambiente com
temperatura controlada de 23° com variagdes de 2° para mais ou para
menos.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL E PROTOCOLO DE
TREINAMENTO

Os animais foram divididos em 4 grupos (12 animais por
grupo), os experimentos foram feitos com cada grupo de forma
individual 12 animais por vez.

Apbs serem encaminhados pelo biotério ao laboratorio, todos
0s animais permaneceram por um periodo de 10 dias para ambientacdo
onde realizou-se o treino dos mesmos na passarela do IFC. No décimo
primeiro dia era executou-se a cirurgia para a lesdo do nervo isquidtico
direito e implantacdo dos eletrodos nos musculos gastrocnémios para a
aquisicdo do registro eletromiografico.

A divisdo dos grupos realizou-se da seguinte maneira:
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O grupo 1 (Gl/controle, n=12) foi constituido de animais
sedentarios, permaneceram 21 dias sem praticar nenhum tipo de
atividade.

O grupo 2 (G2, n=12) realizou nado for¢ado 24 horas apos a
lesdo durante 21 dias consecutivos, 45 minutos por dia.

O grupo 3 (G3, n=12) realizou nado for¢ado 7 dias apds a lesdo
durante 14 dia consecutivos, por 45 minutos dia.

O grupo 4 (G4, n=12) realizou nado forcado 24 horas apds a
lesdo dentro de um periodo de 21 dias alternados dia sim, dia ndo, 45
minutos por dia.

Para o nado utilizou-se um recipiente de plastico com
dimensdes de 33 cm de largura por 54 cm de comprimento e 35 cm de
profundidade, o recipiente foi dividido ao meio através de uma placa de
aluminio de maneira que dois animais pudessem nadar simultaneamente
¢ de forma individualizada (Figura 7). Este recipiente de treino através
da natacdo ¢ utilizado como rotina em nosso laboratoério.

Antes da imersdo dos animais, a adgua era aquecida a uma
temperatura de 34°, esta temperatura era monitorada durante todo o
processo de treinamento.

Figura — 7: Recipiente utilizado em nosso laboratdrio para promover nado
for¢ado dos animais.

4.3 LESAO EXPERIMENTAL E IMPLANTACAO DOS
ELETRODOS

4.3.1 Confecc¢do dos eletrodos
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Para a captagdo do sinal é necessario o uso de eletrodos, estes
dispositivos sdo a interface entre o corpo e o equipamento e precisam ser
posicionados o mais proximo possivel do musculo para que possam
captar sua corrente ionica (MARCHETTI e DUARTE; 2006). Os
eletrodos podem ser do tipo agulha para registro intramuscular, ou
eletrodos de superficie colocados sob a pele do musculo a ser registrado
(WU et.al., 2013).

Utilizou-se eletrodos fabricados em nosso laboratério. Foram
usados fios elétricos de 2mm de espessura. Uma das extremidades era
desencapada e unida através de estanho em um fio condutor especial
constituido essencialmente de liga de Niquel cromo (Ni 70% Cr 30%).
Antes do processo de soldagem as extremidades foram embebecidas em
acido fosforico para garantir a retirada de impurezas e do isolamento
restante.

Uma vez unidas as extremidades, o ponto de solda era envolto
com um pequeno pedago de tubo plastico proveniente de sonda uretral,
as aberturas do tubo foram fechadas com auxilio da resina epoxi araldite
da marca Hobby®, (Figura 8).

Ap0s a secagem da resina os eletrodos foram testados através de
um multimetro da marca Minipa® modelo ET — 1400. O teste tinha
como objetivo garantir que houvesse a passagem de corrente. Eletrodos
que ndo apresentaram passagem de corrente foram descartados de
imediato.

Figura — 8: Eletrodos confeccionados em nosso
laboratorio
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4.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados de forma intraperitoneal com
uma dose fixa de 0,1 ml de cloridrato de xilidrino (Rom®pun, Bayer®) e
uma dose de cloridrato de cetamina (Ketamin, Cristalia™), 0,3 ml/100g
(75mg/Kg).

Apbs averiguagdo da profundidade da sedacdo através do
pincamento da cauda e das patas do animal realizava-se a tricotomia da
regido dorso — lateral da coxa direita, esquerda e dorso imediatamente
posterior ao pesco¢o. Os animais foram entdo colocados em dectbito
ventral na bancada com as patas posteriores fixas através de fita crepe
para que houvesse melhor seguranga nas incisoes, (Figura 9A).

Antes das incisdes o campo cirurgico dos membros e do dorso
era limpo com antisséptico Polvinil pirrolidona iodo (PVPI), marca
Nordiodine®, a fim de evitar problemas com infecgdo. Inicialmente
realizou-se a incisdo na pele da face dorso — lateral da coxa direita com
auxilio do bisturi até a visualizacdo da musculatura infrajacente , a pele
era suavemente descolada da fascia muscular, procedia-se entdo com a
separacdo dos musculos biceps femoral e semitendineo através da
tesoura cirurgica até a visualizagdo do nervo isquiatico.

Com o objetivo de produzir uma lesdo nervosa tipo axonotmese
foi executado o pingamento do nervo em seu ponto médio antes da
bifurcagdo em nervo tibial e fibular comum. Para tanto utilizou-se uma
pinga hemostatica durante 30 segundos cronometrados.

Neste periodo de tempo a cremalheira da pinga permanecia
travada no terceiro nivel, (TAMADDONFARD et.al., 2012).

Uma vez produzida a lesdo nervosa no membro direito,
procedia-se com a implantagdo dos eletrodos. A extremidade condutora
era implantada no musculo gastrocnémio através de uma agulha
hipodérmica (BD") curva, esta servia como guia para a entrada do fio no
musculo, a agulha atravessava o gastrocnémio ¢ o fio atravessava
através dela. A porgdo livre do fio condutor era dobrada para servir de
gancho evitando que o fio escapasse do musculo durante os movimentos
do animal. Para maior fixacdo a interface fio condutor — fio elétrico
revestida de araldite era suturada no musculo biceps femoral. O mesmo
procedimento era realizado no membro posterior esquerdo.
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Os Fios elétricos provenientes das patas posteriores direita e
esquerda foram guiados em separado através do dorso do animal por
uma sonda de lipoaspiragdo que era deslocada entre a pele e a fascia
muscular. Esta sonda saia em uma incisdo no dorso previamente
realizada aproximadamente 4 cm atrds do pescoco conforme descrito
por Kim e colaboradores (2013). A figura — 9B mostra o animal ja com
os fios trannspassados através da fascia.

O excesso de fio era entdo cortado e as extremidades foram
desencapadas e soldadas com estanho a um conector com capacidade
para o encaixe de quatro pinos. Os dois primeiros pinos destinados ao
aterramento foram orientados de modo que fossem fixados no sentido
anterior, o terceiro e o quarto pino serviam para a soldagem dos fios
provenientes do membro direito e esquerdo respectivamente.

A por¢do soldada recebia  uma cobertura de acrilico
autopolimerizante da marca Jet” como meio de isolar a parte metalica
dos demais tecidos, (Figura 9C).

Figura — 9: A) Posicdo do animal na bancada para realizagdo da cirurgia.
B) Eletrodos implantados em ambos os gastrocnémios, os fios
atravessam inferiormente a pele do animal e saem na regido dorsal. C)
Fios soldados ao conector no dorso do animal, notar as extremidades
metalicas cobertas de acrilico.
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Apds a secagem do acrilico, o conector era adaptado ao animal
com as extremidades soldadas recobertas de acrilico voltadas para baixo.
Para a fixacdo final e fechamento do espaco entre a pele e o conector
utilizou-se mais uma vez acrilico autopolimerizante.

Por fim, a pele onde foram realizadas as incisdes foram
suturadas com fio de nylon monofilamento 3-0, a regido recebla a
aplicagdo topica de antibiotico e anti-inflamatorio, (Neotopic ) (0]
animal era entdo recolocado em sua gaiola para recuperagao.

4.5 ANALISE FUNCIONAL

Para a analise funcional utilizamos a formula do IFC, que é uma
modificacdo realizada por Bain em 1989 sobre a foérmula original
descrita por De Medinaceli em 1982. Este indice reflete o grau de
funcionalidade motora através da analise matematica comparativa entre
a pata normal e a pata lesionada. As seguintes medidas sdo mensuradas
para a obtengdo do resultado final: Comprimento total da pegada,
consiste na distancia do calcineo do animal até o terceiro dedo, esta
medida ¢ dependente da ativacdo do musculo gastrocnémio e soéleo,
largura total da pegada,é a medida do 1° ao 5° dedo, e largura média da
pegada, é a medida do 2° ao 4° dedo, ambas as medidas anteriores
dependem da ativagdo da musculatura intrinseca plantar, (NAGAO
etal, 2011). A figura — 10 mostra as trés medidas utilizadas para o
calculo do IFC.

Largura média
da pegada

Comprimento total

‘ ' ' da pegada

Largura total
da pegada

Figura — 10: Impressdo plantar de rato e
medidas utilizadas no calculo do IFC,
(Modificado de AMAKO e NEMOTO,
1998).
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O valor gerado ap6s inser¢do dos dados na féormula pode variar
de positivo a negativo, sendo que zero ou valores positivos representam
a funcdo normal e valores negativos a disfung@o, chegando até -100,
disfun¢do maxima (LEONI et. al,, 2012).

A formula de Bain prevé medidas especificas para o nervo
isquiatico e seus ramos (tibial e fibular), através da analise de lesdes
isoladas e combinadas, atribuindo-se um valor de importancia a
participacdo de cada nervo na inervagdo da pata de maneira que a
formula final representada na Figura — 11, agrupa todos os ramos do
nervo isquiatico (VEAS; 2009).

EPL -NPL ETS - NTS EIT - NIT
IFC=-383| —— |+ 1095 +13,3 -8.8

NPL NTS NIT

Figura — 11: Formula para o célculo do IFC modificada por Bain et.
al. em 1989, onde, E = Pata experimental, N = Pata normal,
(VAREJAO et. al. 2001).

O indice consiste na analise da deambulacdo do animal em uma
passarela de madeira com as seguintes medidas: 45cm de comprimento,
9cm de largura e 30 cm de altura. A passarela possui um fundo cego
escuro em uma das extremidades para onde o animal ¢ atraido, o piso é
de acrilico gradeado com intervalos de lcm por lcm, que servem de
referéncia para as medigdes. A baixo deste piso existe um espelho
posicionado em 45° que permite a visualizagdo do animal. A Figura — 12
apresenta a passarela utilizada em nosso laboratdrio com as medidas
descritas previamente.

Figura — 12: Passarela do IFC utilizada em nosso
laboratorio.
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Para que os calculos pudessem ser realizados, realizamos
registros em video que permitiam aquisi¢ao de imagens das pegadas das
patas posteriores dos animais. Tais registros ocorriam enquanto o0s
animais atravessavam a passarela.

Utilizamos uma filmadora marca Sony” Handycam DCR — SR
45, que permanecia fixa em um tripé a 60cm de distancia da passarela.
A camera era focalizada de maneira que ficasse de frente para o espelho
da passarela, (Figura — 13).

Figura — 13 Rato na passarela do IFC, vista
inferior.

Os videos foram feitos em alta definigdo, formato de tela de
16:9, resolucdo de 490.000 pixels, e arquivados no computador de nosso
laboratdrio no formato WMV (Windows media video).

As aquisi¢des foram realizadas nos periodos de, 24 horas pos —
lesdo, 7° dia pds — lesdo, 14° dia pds — lesdo e 21° dia pos — lesdo. A
analise foi feita através do software Image — J* onde de cada video se
capturavam imagens estaticas de dois momentos, o primeiro, quando o
animal apoia o peso na pata posterior direita lesionada, e o segundo,
quando apoiava na pata posterior esquerda sadia.

As varidveis comgortamentais do IFC foram extraidas através
do software Image — J e inseridas na formula, (Figura — 11),
previamente montada no software Microsoft Excel”, uma vez realizado
o calculo os dados foram transferidos para planilha do software
Statistica” versdo 8.0 onde foram processados através da ANOVA de
uma via, aplicou-se o teste de Levene para homogeneidade de
variancias, e em seguida, o teste de Tukey caso houvesse significancia.
Os resultados foram apresentados através de 8 graficos, quatro contendo
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a evolucdo de cada grupo ao longo do processo de experimentacdo, e
quatro com as comparagdes dos valores de cada grupo por periodo.
Assumiu-se o valor de p como sendo < 0,001

4.6 ANALISE ELETROMIOGRAFICA

A captacgdo do sinal eletromiografico foi feita através do sistema
de aquisi¢io de sinais bioldgicos marca BIOPAC® MP — 150 acoplado a
dois modulos pré — amplificadores do mesmo fabricante (BIOPAC®
EMG - 100C). Estes por sua vez, ligados a um microcomputador da
marca DELL®, o qual possui o software ACQ — Knowledge 42",
utilizado para registrar e arquivar o sinal. A figura 14A mostra o
equipamento utilizado em nosso laboratdrio.

O sinal bruto proveniente dos membros posteriores direito e
esquerdo foram registrados simultaneamente, além da média Root mean
square (RMS), ou valor quadratico médio, que consiste na medida
estatistica da magnitude de uma grandeza (Figura — 14B).

L

Figura — 14: A. Equipamento utilizado na captagio do sinal, Biopac”
modelo MP — 150 acoplado a dois pré — amplificadores EMG — 100 C. B. :
Imagem do monitor durante registro, notar os dois tragados superiores
(sinais brutos) e os dois tragados inferiores (média RMS).

Como o sinal captado no tecido ¢ um sinal analdgico (continuo
no tempo), este deve ser convertido para um sinal digital, podendo assim
ser registrado pelo computador. Para isso, se faz preciso ajustar alguns
parametros tais como, frequéncia da amostragem, uso ou ndo de filtros,
conversores analégicos-digitais, entre outros (MARCHETTI e
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DUARTE; 2006). Os registros foram realizados utilizando os valores
mostrados na tabela 1. O tempo de aquisi¢do do sinal foi de 20 minutos,
durante este tempo o animal permanecia em uma caixa de aluminio com
dimensdes de 32 cm de largura, 42 cm de comprimento ¢ 34 cm de
altura, (Figura — 15). A caixa possui uma abertura superior por onde os
fios do conector foram acoplados ao animal permanecendo suspensos, a
por¢do anterior é revestida parcialmente por uma placa de acrilico de
modo a permitir a visualizagdo do animal por completo. A caixa
permanecia ao lado do eletromiografo de frente para o examinador, de
maneira que este pudesse acompanhar os comportamentos do animal e
monitorar a aquisi¢do do sinal.

Tabela — 1: Configura¢do do mddulo pré-amplificador e do software
para a aquisi¢@o dos sinais eletromiograficos. FONTE: Manual do

fabricante
Parametro Valor
Voltagem de entrada (ganho) 1000 mV
Filtro passa — baixa 200 Hz
Filtro passa — alta 10 Hz
Taxa de amostragem 250 Hz
Constante de tempo 5 segundos

Filtro Notch 50 dB rejei¢ao
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Figura — 15: Caixa onde o animal permanecia durante o registro.

Por intermédio de um recurso do software ACQ — Knowledge
42% marcagdes foram feitas para identificar os seguintes
comportamentos: Quando o animal deambulava, ficava de pé sobre as
duas patas posteriores ou, praticava autolimpeza. Ao término do tempo
de registro esse sinal era arquivado para posterior andlise.

Do tempo total de 20 minutos de registro, uma janela de 8
segundos foi separada de cada trecho para facilitar a visualizagdo do
tracado, esta janela possuia o comportamento referente a deambulagdo
do animal.

Primeiramente os tragados foram ampliados até que fosse
possivel visualizar a forma dos potenciais de agdo. A observacao destes,
¢ um meio facil porém valioso indicativo da qualidade da inervacao do
musculo, pela simples diferenciacdo entre os padrdes de onda tipo
monofasico, bifasicos, trifasicos e polifasicos.

Os registros do 1°, 7°,14° e 21° dia p6s — lesdo foram avaliados
de forma qualitativa através da observagdo, caracterizagdo e descricdo
do sinal. Utilizou-se o método de analise do dominio temporal que
descreve quando ocorre o evento e qual a amplitude desta ocorréncia
dada em milivolts (mV), a amplitude é um indicador da magnitude da
atividade muscular, que se dd pelo aumento no recrutamento das
unidades motoras (MARCHETTI ¢ DUARTE, 2006; ROBERTSON,
2004). A média RMS foi utilizada nesta analise para expressar a
magnitude do sinal em fungdo do tempo uma vez que, como descrito
anteriormente, além do registro do sinal bruto o registro convertido em
RMS também era realizado de forma simultanea.

Devido a dificuldade de se conseguir sinais claros ao final do
experimento em consequéncia de problemas de ordem técnica causados
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pelo implante crénico nos animais, optou-se por utilizar um animal em
cada grupo para caracterizacdo dos periodos.

4.7 ANALISE MORFOLOGICA

Apds a retirada do musculo gastrocnémio direito e nervo
isquiatico direito, os mesmos foram colocados em recipiente contendo
formaldeido a 10%. Ao término do tempo de fixacdo realizou-se a
desidratacdo do tecido em banhos de alcool e xilol através do aparelho
histotécnico da marca Oma®, modelo DM-40.

Uma vez desidratadas, as amostras passaram pelo banho de
parafina a 60° C onde entdo foram enblocados em cassetes com
parafina para posterior corte em micrétomo rotativo marca Microm®
HM 325. Para os cortes transversais utilizou-se a espessura de 5
micrometros tanto para os musculos quanto para os nervos.

Feita a montagem dos tecidos nas laminas, usou-se para a
coloragdo hematoxilina e eosina para os misculos ¢ Giemsa” para os
nervos.

A andlise das laminas se deu através de microscopio optico
marca Zeiss® modelo Axiostar Plus, acoplado em uma cimera
fotografica digital Canon” Power Shot A640, resolugio de 10.0
Megapixels, através da lente Carls Zeiss” 426126.

Na analise buscou-se a observacdo das laminas e descri¢do
das caracterisicas morfologicas do tecido.

4.7 ANALISE BIOMOLECULAR

O Epicentro da lesdo nervosa foi retirado e processado para
analise da expressao génica dos fatores neurotroficos BDNF, NGF, da
enzima iNOS e da citocina TNF-a.

A analise foi feita através da técnica de reagdo de polimerizagao
de cadeia em tempo real (RT-PCR), esta combina a amplificacdo da
PCR com deteccao fluorescente automatizada.

Para a extragdo do RNAm foram realizadas as seguintes etapas
adaptadas conforme orientagdo do protocolo que acompanha o produto
Brazol®, que é o reagente fundamental utilizado na técnica para extragdo
de acidos nucleicos e proteinas.

O epicentro da lesdo foi separado das demais partes do nervo e
macerado com bisturi estéril , o material foi entdo colocado em um
microtubo tipo eppendorf de 1,5 ml onde foi adicionado 0,500 ml de
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Brazol™ Apds, o tubo foi agitado com o auxilio do Vortex por
aproximadamente 2 minutos a fim de garantir a homogeneizagdo. Ao
término deste processo foi feita adicdo de 0,125 ml de cloroférmio
gelado com o intuito de separar a por¢ao organica da aquosa, o material
foi entdo misturado com voértex por mais dois minutos, onde entdo
seguiu para a centrifuga marca Vision® por 20 minutos na velocidade
de 12.000 rpm com temperatura de 4°C.

Terminada a primeira centrifugagdo, a camada superior aquosa
contendo o RNAm foi retirada e transferida para um tubo eppendorf
estéril onde recebeu a adicao de 0,250 ml de isopropanol. O material
permaneceu incubado por 10 minutos até a segunda centrifugacdo em
velocidade de 12.000 rpm, 4°C durante 10 minutos.

Ao final da segunda centrifuga¢do o isopropanol foi desprezado,
realizou-se a adicdo de 0,500 ml de etanol a 70%, os tubos foram
novamente centrifugados em velocidade de 7.500 rpm durante 5 minutos
com temperatura de 4°C.

Com o término da terceira centrifugagdo, o etanol foi descartado
e os tubos colocados deitados com a tampa aberta na estufa de secagem.
Apo6s 10 minutos de secagem sob temperatura de 40° C, adicionou-se
100 microlitros de 4gua livre de RNAses (Gibco®™) e condicionamento
do material em freezer com temperatura de -80° C.

Para que a técnica de RT-PCR seja executada com sucesso,
precaucdes rigorosas sao essenciais e devem ser adotadas a fim de evitar
resultados falso-positivos e falso- negativos.

E necessirio garantir a auséncia ou minimizar o méaximo
possivel a contaminacdo do material a ser manuseado. Todos os
procedimentos foram feitos utilizando ponteiras descartaveis, luvas
estéreis bem como o transporte e incubagdo dos microtubos feitos dentro
de um banho de gelo. Os manuseios foram todos realizados com auxilio
da camara de prote¢do biologica com fluxo laminar a fim de evitar perda
de material.

Apbs estes procedimentos realizou-se a segunda bateria da
técnica RT-PCR, sendo utilizado o aparelho de detecgdo de sequéncia
StepOne”™ (Applied Biosystems, EUA). O sistema de detecgdo utilizado
para quantificagdo da expressdo de RNAm foi o SYBR Green (Applied
Biosystems, EUA). Neste sistema, a molécula de SYBR Green interage
com a fita dupla de DNA amplificada pela PCR, e emite uma
fluorescéncia quando excitada por lampada de tungsténio-halogénio.
Esta fluorescéncia é captada pelo aparelho de deteccdo, o processo de
excitagdo-captagdo de fluorescéncia ¢é realizado em cada ciclo de
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amplificagdo da PCR, fornecendo uma quantificagdo em tempo real das
sequéncias dos genes-alvo.

A reagdo de PCR em tempo real foi realizada da seguinte
maneira: 1,0 pl de cDNA, foram adicionados 0,5 pl de oligonucleotideo
iniciador sense (10 uM), 0,5 pul de oligonucleotideo iniciador anti-sense
(10 pM), 7,5 ul de Master Mix 2X (Applied Biosystems®) e 4gua
suficiente para 15 pl de reagdo. As amostras foram entdo incubadas a
95°C por 10 min, e passaram por 40 ciclos de incubagdes a 95°C por 15
segundos, ¢ a 56°C por 45 segundos. Os oligonucleotideos utilizados
(Sigma-Aldrich, EUA) para a PCR foram:

GAPDH: Primer anterior 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ ¢
Primer reverso 5’-GCCCCACGGCCATCA-3".

BDNF: Primer anterior 5~ ATGCTCAGCAGTCAAGTGCCTTTGG-3’
e Primer reverso 5’GCCGAACCCTCATAGACATGTTTGC-3".

NGF: Primer anterior 5’-ACCCAAGCTCACCTCAGTGTCTGG-3’ e
Primer reverse 5’-CATTACGCTATGCACCTCAGAGTGG-3’.

iNOS: Primer anterior 5’~AAAGACCAGGCTGTCGTTGA-3’ e Primer
reverse 5’-ACGGGACCGGTATTCATTCT-3".

TNF-a: Primer anterior 5’-AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3’ ¢
Primer reverso 5’-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’.

A quantificagdo de RNAm foi feita como um valor relativo a
uma referéncia interna, o RNAm do GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), cuja expressdo pode ser considerada inalterada nas
condi¢des experimentais.

Os valores quantitativos de expressdo do RNAm dos genes alvo
e do GAPDH foram obtidos de um limiar arbitrario de fluorescéncia,
analisado na fase exponencial da curva de amplificacdo, sendo o ciclo
limiar (Ct) calculado. Foram calculados os Cts de cada amostra, em cada
reacdo, para os quatro genes. Foi calculado o Ct médio de cada amostra,
e o calculo de expressdo relativa foi feito através da subtragdo deste Ct
médio do gene em estudo do Ct médio do gene GAPDH, obtendo-se o
ACt.

Como ndo ¢ usual a utilizagdo da expressdo relativa de um
determinado gene em valores de ACt, em seguida foi realizada a
normalizagdo do ACt de cada grupo em estudo com o ACt do grupo 1
(controle), devido as suas caracteristicas logaritmicas de amplificagdo,
foi determinado entdo o pardmetro 27" para andlise de expressdo
relativa do RNAm dos genes em estudo, que foi representado em nosso
experimento, como mudanga relativa em relagdo a um grupo controle.

Foram selecionadas 5 amostras de cada grupo para compor a
média, a analise estatistica e a construcao dos graficos se deu através do
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software GraPhapad Prism® 5.0, utilizou-se a ANOVA de uma via
seguido do teste de variancia de Barlett e do teste de Newmann — Keuls
para comparagdo entre os grupos, os valores de p assumidos foram <
0,05, 0,1 ¢0,01.
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5 RESULTADOS

5.1 IFC

A coleta dos dados do IFC ocorreram nos periodos de 1,7,14 ¢
21° dia ap6s a lesdo nervosa.

E importante destacar que os valores do IFC foram obtidos
com base na média de 9 animais por grupo, embora os experimentos
fossem conduzidos inicialmente com 12 animais. Isso se deu devido a
perda de alguns animais ao longo do processo de experimentagdo em um
dos grupos, desta forma optou-se por diminuir o nimero de animais dos
demais grupos, mantendo assim o numero de animais igual para todos os
grupos. A exclusdo dos animais para este nivelamento foi feita de forma
aleatoria.

A figura 16 mostra os quatro graficos referentes a evolugdo de
cada grupo ao longo do processo de experimentacao.

Em relac@o ao grupo controle (sedentario), é possivel constatar
um leve aumento nos valores do IFC do 7° para o 14° dia, sem diferenca
significativa, no entanto, do 14° ao 21° dia os valores aumentam
drasticamente onde é possivel constatar diferenca estatistica significante
contra os dias anteriores, (valor de ANOVA F[(3, 32) = 10,02,
p<0,0017)

O grupo 2 mostra avango em todos os periodos, a diferenca
significativa se deu no 14° dia contra o 1° e 7° dia e no 21° dia também
contra o 1° e 7° ia, ndo houve diferenga estatistica entre o 14° e 21° dia
(valor de ANOVA F[(3, 32) = 18,67, p<0,001])

O grupo 3 mostra um padrio semelhante ao grupo 2, a diferenca
estatistica se deu no 14° dia conra o 1° ¢ 7° dia, ja no 21° dia houve
diferencga signifcaitiva contra todos os demais peridos, 1°,7° e 21° dias,
(valor de ANOVA F[(3, 32) = 39,56, p<0,001]).

No grupo 4 também observa-se evolugdo nos valores de IFC,
com diferenca estatistica ja no 7° dia comparado ao 1°, o 14° apresenta
diferenga também contra o 1° dia enquanto o 21° dia apresenta diferenga
contra todos os outros, (valor de ANOVA F[(3, 32) =20,16, p<0,001]).
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Figura — 16: Valores do Indice Funcional do Ciatico (IFC) dos
diferentes grupos ao longo de 21 dias de experimentacdo. (*)
Diferengas significantes em relagdo ao primeiro dia pos-axonotmese;
(#) Diferengas significantes em relagdo ao sétimo dia pds-axonotmese;
(%) Diferencas significantes em relagdo ao décimo quarto dia pos-
axonotmese. p<0,001.

A figura 17 apresenta a comparagao dos valores de IFC entre os
grupos em cada periodo de anélise.

E possivel constatar no periodo de 24 horas apos a lesdo que
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, fato esperado devido a
lesdo ser feita de forma uniforme em todos os animais.

No periodo de 7 dias apds a lesdo observa-se uma tendéncia
positiva nos grupos exercitados (2,3 e 4), porém ndo ha diferenga
estatistica.

O grafico referente ao periodo de de 14 dias apds a lesdo mostra
o grupo 2 e 3 com diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle,
ndo ha diferenga entre eles, o grupo 4 mantém valores de IFC mais
positivos em relagdo ao controle porém sem diferenca estatistica, (valor
de ANOVA para o periodo de 14 dias ap6s a lesdo F[(3, 32) = 10,09,
p<0,01]).

No 21° dia apds a les@o ¢é possivel constatar diferenga estatistica
apenas no grupo 3 contra o controle, (Valor de ANOVA F[3, 32) =
12,39, p<0,01).
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Figura — 17: Valores comparativos do Indice Funcional do Ciatico (IFC) dos
diferentes grupos durante os quatro momentos da coleta dos dados pos-
axonotmese. Grupo 2 — exercitados diariamente durante 21 dias; Grupo 3 —
exercitados diariamente com inicio ao sétimo dia pos-axonotmese; Grupo 4 —
exercitados em dias alternados com inicio 24 horas apds axonotmese. (*)
Diferengas significantes em relagdo ao grupo controle. p<0,01.

para a

5.2 ANALISE DO SINAL ELETROMIOGRAFICO

Conforme descrito nos materiais ¢ métodos, escolhemos um

animal para cada periodo que possui-se o melhor tragado para a
descrig@o. Essa escolha se deu através de um processo minucioso de
exclusdo de sinais ndo apropriados para a analise, visto que, durante o
periodo de aquisi¢do, os comportamentos do animal foram marcados,
analise, escolhemos as marcagdes que foram referentes ao
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periodo de deambulagdo do animal, esta por¢do foi entdo retirada do
tragado original para descrigdo de suas caracteristicas.

Os resultados serdo apresentados por periodos de aquisi¢do, em
cada periodo sera descrito o que foi observado no registro do animal
escolhido para cada grupo, a descricdo fard referéncia a figura
correspondente de cada animal/grupo que vird logo apds o texto, cada
figura contera quatro elementos, dois tracados brutos provenientes dos
membros posteriores direito e esquerdo, e suas respectivas versodes
registradas via RMS. Cada tragado na figura é constituido de um periodo
total de 8 segundos.

Os tragados em RMS nos ajudardo a visualizar melhor eventos
que acontecem no tragado bruto. Como exposto na introdugdo, o sinal
bruto convertido em RMS representa uma das melhores formas de se
determinar a amplitude do sinal adquirido.

O pico da amplitude tanto no sinal bruto como no RMS sera
observado e descrito.

Neste texto daqui em diante faremos referéncia ao membro
posterior direito chamando-o de experimental, ¢, 0 membro posterior
esquerdo serd denominado de sadio.

Inicialmente serdo descritas as caracteristicas gerais
encontradas na maioria dos tracados durante os tempos de aquisigéo.

Uma caracteristica comum na maioria dos sinais provenientes
do membro posterior experimental foi a presenca de atividade
espontanea na forma de fibrilagdes e fasciculagdes durante o periodo em
que o animal encontrava-se em repouso. Separamos alguns tragados
aleatérios contendo estes fendomenos de forma a apresentar a
caracteristica em que estes se mostram em nossos tragados, iremos
observar na figura seguinte estes potencias como vistos no sinal bruto,
sua forma quando convertidos em RMS e uma ampliagdo do sinal bruto
mostrando sua morfologia de forma mais aproximada.

A figura 18 mostra tais fendmenos. Observa-se na figura 18 A
um trecho com periodo total de 8 segundos em que o animal encontra-se
em repouso, o tragado é marcado por potencias de fasciulagdo mostrados
pelas setas na figura, tais potenciais em geral caracterizam-se por
apresentar grande amplitude e curta duragdo.

Na figura 18 B, o mesmo tragado da figura 18 A ¢ mostrado,
porém agora convertido em RMS, esta conversdo nos ajuda a entender
melhor a morfologia deste fendmeno. Lembramos que a conversdo do
sinal bruto para o RMS torna os valores todos positivos, por isso
observamos apenas picos, sem valores negativos.
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Na figura 18 C a escala foi ampliada de forma a evidenciar
melhor apenas um potencial de fasciculagdo do sinal bruto, retirado da
figura 18 A tal figura mostra um periodo total de 0,50 segundos de
aquisicdo. A seta indica tal potencial no tracado sucedido de um longo
periodo de siléncio, caracterizado pelo repouso sem nenhum fendmeno
espontaneo. Observa-se a morfologia polifasica deste sinal.

Na figura 18 D apresentamos os potenciais de fibrilagdo
convertidos em RMS, estes aparecendo de forma mais regular que os de
fasciculagdo. Observa-se nesta figura um tragcado de 8 segundos
contendo o periodo de repouso do animal e potencias de fibrilagdo
ocorrendo de forma sucessiva mostrados pelas setas na figura.

A figura 18 E mostra o tragdo da figura 18 D ampliad em um
tempo total de 0,50 segundos, onde observa-se a regularidade em que os
potencias de fibrilagdo aparecem, (setas da figura 18 E).
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Figura — 18: Sinais eletromiograficos referentes a pata experimental. A)
Trecho total de 8 segundos mostrando potencias de fasciculacdo (setas),
barra horizontal de 80 milissegundos. B) Mesmo trecho do tragado A,
convertido em RMS, barra horizontal de 80 milissegundos. C) Um
potencial de fasciculagdo retirado do tragado A, observar caracteristica
polifésica (seta), barra horizontal de 50,000 milissegundos, tempo total do
tracado de 0,50 segundos. D) Registro bruto de 8 segundos mostrando
potencias de fibrilagdo (setas). E) Potencias de fibrilagdo convertidos em
RMS, tempo de 8 segundos. E) Ampliagdo do sinal bruto visto na figura D,
setas mostram potencias de fibrilagdo, tempo total de registro de 0,50
segundos, barra horizontal de 50,000 ms.

5.2.1 Vinte e quatro horas p6s — lesdo

A figura 19 mostra os tragados eletromiograficos do rato do G1
(controle, sedentario), no periodo de 24 horas po6s — lesdo.
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Nota-se na figura 19 A um trecho de 8 segundos de sinal bruto
da pata experimental onde ndo se observa nenhum tipo de atividade
espontanea, € nem mesmo contracdo muscular. Na figura 19 B o mesmo
tragado da figura 19 A foi convertido em RMS.

No lado sadio, observa-se o tragado contendo a contragdo
muscular (CM) do gastrocnémio, esta caracteriza-se pelo espessamento
do sinal padrio este denominado de interferencial (Figura 19 C), tal
contra¢do muscular atingiu o pico de aproximadamente 4 mV.

O tragcado do lado experimental (Figura 19 C) convertido em
RMS ¢é mostrado na figura 19 D, observa-se o padrdo de onda positiva
denominado de sendide (S). A amplitude vista na RMS atinge em torno
de 2,5 mV durante a contracdo muscular.
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Figura — 19: Tragados eletromiograficos do rato representante do G1, no
periodo de 24 horas apdés a lesdo. A) trecho de 8 segundos do lado
experimental. B) RMS do trecho A. C) Trecho de 8 segundos do lado sadio,
notar periodo de contracdo muscular (CM). D) RMS do trecho C, notar a
onda referente ao periodo de contragdo muscular, caracteristica sendide (S).
Barra horizontal, 0,80 milissegundos para todos os trechos.
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Os tragados do G2 (exercitado 24 horas apds a lesao durante
21 dias) referentes ao periodo de 24 horas apos a lesdo sdo mostrados na
figura 20.

A figura 20 A mostra o tragado bruto da pata experimental
durante um periodo de 8 segundos. Nao € possivel evidenciar nenhum
tipo de atividade espontinea. O tragado bruto do lado experimental é
convertido em RMS e mostrado na figura 20 B, nota-se a semelhanga
entre os tragados bruto e RMS por ndo haver nenhuma atividade.

Na figura 20 C ¢ possivel observar o tracado bruto do lado
sadio, neste tragado evidenciamos uma contragdo muscular (CM) com
uma amplitude atingindo em torno de 3 mV. Ainda neste tracado
encontramos uma série de artefatos (setas da figura 20 C), no entanto,
ainda em meio a tantos artefatos a contragdo muscular ¢ bem delimitada.

Na figura 20 D ¢é possivel visualizar a RMS do tragado da figura
20 C (lado sadio), observa-se a contragdo muscular convertidade em
uma onda sendide (S), os artefatos também sdao mostrados na RMS
(setas da figura 20 D).
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Figura — 20: Tracados eletromiograficos do animal representante do G2
periodo de 24 horas apo6s a lesdo. A) Periodo de 8 segundos referente ao
tragado bruto do lado experimental. B) RMS do tragado A. C) Tragado
bruto do lado sadio, notar abaulamento no sinal causado pela contragido
muscular (CM), setas apontam artefatos no sinal. D) RMS do tragcado D,
contragdo muscular caracteristica convertida em onda senoide (S), setas
apontam exemplos de alguns artefatos.
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O rato representante do G3 (exercitado durante 14 dias,
iniciando sete dias apds a lesdo) tém seus tracados mostrados na figura
21.

A figura 21 A mostra um periodo de 8 segundos referente ao
tragado bruto do lado experimental, ndo e visto nenhum tipo de
atividade espontanea. Na figura 21 B observamos o sinal bruto da figura
21 A convertido em RMS. O tragado referente ao lado sadio ¢ mostrado
na figura 21 C, é possivel detectar a contragdo muscular ocorrendo
(CM), tal contragdo atinge aproximadamente a amplitude de 2,0 mV no
tracado bruto (periodo de 8 segundos).
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A RMS do tragado referente ao lado sadio ¢ vista na figura 21
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Figura — 21: Tragado eletromiografico de animal do G3, periodo de 24
horas apos a lesdo. A) Periodo de 8 segundos referente ao tragado bruto do

lado experimental. B) RMS do tracado A. C) periodo de 8 segundos
referente a pata sadia, notar contragdo muscular (CM). D) RMS do tracado

C. barra horizontal 80 milissegundos.
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Os tragados eletromiograficos do rato do G4 (Exercitados 24
horas apds a lesdo em dias alternados) sdo apresentados na figura 22.

Nota-se na figura 22 A um tragado bruto com periodo total de
8 segundos referente ao lado experimental, tal tragado foi convertido em
RMS e ¢é apresentado na figura 22B. Tanto no tracado bruto quanto no
tracado convertido em RMS néo foi possivel detectar nenhum tipo de
atividade espontinea ou outro fendmeno.

A figura 22 C apresenta o periodo de 8 segundos do tracado
bruto referente ao lado sadio, observa-se a contragdo muscular (CM)
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chegando a atingir em média a amplitude de 4,0 mV. Este tracado
convertido em RMS ¢é mostrado na figura 22 D, a amplitude em RMS
chega a aproximadamente 1,0 mV.
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Figura 22: Tracado eletromiografico do animal do G4. A) Sinal bruto
proveniente do lado experimental, periodo de 8 segundos. B) RMS do
tracado A. C) periodo de 8 segundos referente ao tragado bruto do lado
sadio, notar periodo de contragdo muscular (CM). D) RMS do tragado C.
barra horizontal de 80 milissegundos.

Em resumo, ao se observar os tracados obtidos no registro de
24 horas apds a lesdo para os quatro grupos, € possivel constatar que no
lado experimental ndo houve nenhum tipo de atividade espontanea ou
sinal de contragdo muscular que pudesse se correlacionar com o periodo
de contragdo muscular observado no lado sadio. Isso mostra que a lesdo
nervosa foi feita com sucesso. De certa forma nido podiamos esperar
nenhuma grande diferenga entre os grupos ja que, ainda € muito precoce
supormos que neste periodo fosse ocorrer algum tipo de efeito do
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exercicio sobre o processo de regeneracao. Quanto ao lado sadio todas
as contragdes musculares pareceram tipicas gerando um padrio
interferencial no sinal (abaulamento), ¢ uma onda em formato de
senoide vista melhor através do sinal convertido em RMS.

5.2.2 Sete dias ap06s a lesdo

No sétimo dia apds a lesdo o tracado do lado experimental do
G1 (controle) foi marcado por um grande numero de potenciais
espontaneos polifasicos, sinalizando potencias do tipo fasciculagdo.
Consideramos estes como potencias espontaneos por aparecem em todo
o periodo de registro, ndo somente durante a atividade do animal mas
também no periodo de repouso.

A figura 23 A mostra o periodo de 8 segundos referente ao
tracado bruto do animal advindo do G1, setas na figura apontam os
potencias espontdneos descritos anteriormente. Na figura 23 B ¢
possivel ver o mesmo trecho da figura 23 A convertido em RMS,
observa-se 0s potencias espontaneos também neste tragado.

Os tracados do lado sadio, bruto ¢ RMS s3o mostrados nas
figuras 23 C e D respectivamente, nota-se no tragdo bruto o periodo de
contracdo muscular (CM), tal contragdo atinge a amplitude aproximada
de 3,0 mV, no tragado RMS a amplitude chega a valores levemente
superiores a 1,0 mV.

Observa-se também que no tracado do lado sadio ha um
pequeno pontencial antecedendo o periodo de contracdo muscular,
possivelmente este potencial seja algum artefato do sinal (seta nas
figuras 23 C e D).

Ao comparar os tracados de ambas as patas do animal nio
vemos nenhum sinal que se assemelha a contragdo muscular, ocorrendo
no lado experimental, e que possa se correlacionar com 0 mesmo
periodo de contrag@o no lado sadio.
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Figura — 23: Tracado eletromiografico de animal do G1 periodo de sete
dias apos a lesdo. A) periodo de 8 segundos de tragado bruto do lado
experimental, setas na figura apontam potenciais de fasciculagdo. B)
RMS do tragado A, notar potencias espontaneos indicado pelas setas. C)
Periodo de 8 segundos de tragado bruto do lado sadio, notar contragao
muscular (CM) evidente na parte média do sinal, seta indica possivel
artefato. D) RMS do tragado C, notar onda sendide causada pela
contra¢do muscular, seta indica possivel artefato. Barra horizontal de 80

milissegundos.

Os registros do animal do G2 (exercitado 24 horas apos a
lesdo durante 21 dias) no periodo de sete dias apds a lesdo nervosa sdo
mostrados na figura 24.

Observa-se o tragado bruto proveniente do lado experimental
(figura 24 A) um grande ntimero de potencias de fasciculagdo (setas na
figura), nota-se também que ndo ha nenhuma correspondéncia de
contragdo muscular neste sinal para com o sinal do lado sadio (figura 24
C). A RMS do tragado experimental é observado na figura 24 B, as setas
indicam os potencias espontineos.
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A figura 24 C e D apresentam o tragado de 8 segundos do lado
sadio, bruto e RMS respectivamente, observa-se a contragdo muscular
(CM), chegando a valores levemente inferiores a 1,0 mV no tragado

bruto, € 0,25 mV no RMS.
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Figura — 24: Tragado eletromiografico de rato do G2 periodo de sete dias
apos a lesdo. A) Periodo de 8 segundos de tragado bruto do lado
experimental, setas indicam potencias espontdneos. B) RMS do tracado A,
setas indicam potenciais espontaneos. C) periodo de 8 segundos de tragado
bruto do lado sadio, notar contragdo muscular (CM). D) RMS do tragado

C. Barra horizontal de 80 milissegundos

A figura 25 mostra o tragado eletromiografico proveniente do
G3 (exercitado durante 14 dias, iniciando sete dias apds a lesdo) no

periodo de sete dias apos a lesdo.

Na figura 25 A ¢ possivel visualizar o periodo de 8 segundos
de tracado bruto do lado experimental, nota-se um grande nimero de
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potencias espontineos (setas na figura). Na figura 25 B os mesmos
potenciais sao vistos no tragado convertido em RMS.

A figura 25 C apresenta o registro do lado sadio, observa-se a
contragdo muscular (CM) atingindo em torno de 5 mV no tragado bruto
e aproximadamente 3 mV no tragado convertido em RMS (figura 25 D).
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Figura — 25: Tragado eletromiografico de rato do G3 periodo de sete dias
apds a lesdo nervosa. A) Periodo de 8 segundos referente ao tragado
bruto do lado experimental, notar potencias espontaneos mostrado pelas
setas. B) RMS do tragcado A. C) periodo de 8 segundos referente ao
registro do lado sadio, notar contracdo muscular (CM). D) RMS do
tragado C. Barra horizontal de 80 milissegundos

Os tracados do G4 (Exercitados 24 horas apés a lesdo em dias
alternados) no periodo de sete dias apods a lesdo sdo mostrados na figura
26.

Na figura 26 A ¢ possivel visualizar o periodo de 8 segundos
do tragado bruto do lado experimental, nota-se potencias de fasciculagdo
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(setas), tais potencias também aparecem no tracado quando convertido

em RMS, (figura 26B).

Na figura 26 C, observa-se o tragado bruto no lado sadio, o
periodo de contracdo muscular (CM) atinge no tragado bruto em torno
de 6,0 mV em quanto que no tragado convertido em RMS chega a 2,0

mV.
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Figura — 26: Tracado eletromiografico de rato do G4 periodo de sete dais
apos a lesdo nervosa. A) periodo de 8 segundos de tracado bruto do
membro experimental, notar potenciais espontdneos apontados pelas setas.
B) RMS do tragado A, potenciais espontdneos também presentes (setas).
C) periodo de 8 segundos referente ao membro sadio, notar contragdo
muscular (CM). D) RMS do tragcado C. Barra horizontal de 80

milissegundos.
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Em suma, no periodo de sete dias apds a lesdo nervosa, ao
examinarmos os tragados do lado experimental ndo constatamos nenhum
tipo de contragdo muscular, no entanto, o sinal € marcado por potencias
espontaneos, sobretudo potencias de fasciculagdo, diferentemente dos
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tracados observados 24 horas apds a lesdo que ndo apresentavam
fendmeno algum.

Os sinais provenientes do lado sadio continuam apresentando
o periodo de contragdo muscular caracteristico.

5.2.3 Quatorze dias pds — lesdo

O registro eletromiografico do animal referente ao G1
(controle) no periodo de quatorze dias ap6s a lesdo € mostrado na figura
27.

A figura 27 A mostra o registro bruto do lado experimental,
periodo de 8 segundos. E possivel constatar um periodo de contragdo
muscular (CM) que coincide com a contra¢do muscular vista no lado
sadio (figura 27 C). Ainda que esta contracdo ndo apareca bem
delimitada, chega a amplitude aproximada de 3,0 mV, antecedendo esta
contragdo muscular no mesmo tracado, observa-se uma série de
potencias espontaneos (setas na figura 27 A). A figura 27 B é a RMS do
tragado descrito anteriormente, nota-se também a contracdo muscular
agora atingindo aproximadamente 1,0 mV.

Os tragados bruto e RMS do lado sadio sdo mostrados nas
figuras 27 C e D respectivamente. No lado sadio ao observar o tragado
bruto vemos a contragdo muscular atingindo uma amplitude de
aproximadamente 4,0 mV. No tracado convertido em RMS a amplitude
da contragdo muscular atinge cerca de 2,0 mV.

Ainda no sinal do lado sadio observa-se pequenos sinais logo
apos a contragdo muscular (setas na figura 27 C), possivelmente tratam-
se de artefatos.
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Figura — 27: Tracado eletromiografico de animal do G1 periodo de
quatorze dias apds a lesdo. A) Periodo total de 8 segundos referente ao
tragado bruto do lado experimental, notar contragdo muscular aparecendo
(CM), notar também potencias espontineos (setas). B) RMS do tracado
A. C) Periodo de 8 segundos de tragado bruto proveniente do lado sadio,
notar contragdo muscular (CM) e alguns artefatos no sinal (setas). D)
RMS do tragado C. Barra horizontal de 80 milissegundos.
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Os tragados do G2 (exercitado 24 horas apds a lesdo durante
21 dias) no periodo de quatorze dias ap6s a lesdo sdo apresentados na
figura 28.

O tragado bruto do lado experimental ¢ apresentado na figura
28 A, nota-se que o tragado possui uma série de potencias espontaneos
(setas), o periodo de contragdo muscular (CM) é mais robusto, e
facilmente diferenciavel dos potencias espontaneos, tal periodo atinge a
amplitude aproximada de 5,0 mV no tragado bruto e 2,0 mV no tragado
convertido em RMS (figura 28 B).
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No lado sadio a contragdo muscular chega a 6,0 mV ao se
observar o tragado bruto, na RMS atinge aproximadamente 2,5 mV,
como visto na figura 28 C e D respectivamente.

—
=
L 4
B 4.00
NI‘ j 2.00 z
(/0 15 kd RSORST ™ EE  SARSEIPY 1 . o D
ot -2.00 £ q
€ ’—1—\ 7.00
-7.00
1400 L4
4.00
D (V”""M"V\ 2.00
0.00 =
-2.00
lo.son L

Figura — 28: Tragado eletromiografico de animal do G2, periodo de
quatorze dias ap0s a lesdo. A) Periodo de 8 segundos de tragado bruto do
lado experimental, notar contragdo muscular (CM), e potencias
espontaneos (setas). B) RMS do tragado A. C) Tracado de 8 segundos
referente ao lado sadio, notar contragdo muscular (CM). D) RMS do
tragado C. Barra horizontal de 80 milissegundos.
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Os tragados do G3 (exercitado durante 14 dias, iniciando sete
dias apos a lesdo) para o periodo de quatorze dias apds a lesdo sdo
mostrados na figura 29.

A figura 29 A mostra o tragado bruto do lado experimental,
nota-se um periodo de contragdo muscular altamente irregular (CM),
acompanhado de um grande niimero de atividade espontanea (setas na
figura). Tal contragdo atinge aproximadamente 5,0 mV. Na figura 29 B
nota-se a RMS do tragado bruto do lado experimental aonde a amplitude
da contragdo muscular chega a 2,0 mV.

Nas figuras 29 C e D sdo mostrados os tragados bruto e RMS
do lado sadio respectivamente. No Tragado bruto o periodo de contragdo
muscular (CM) atinge valores de amplitude em torno de 3,5 mV e 1,75
mV no RMS.

A exemplo do rato do G1 para o mesmo periodo, no lado
sadio o tracado também apresenta alguns artefatos (setas da figura 29
O).



81

10.00
5.00
0.00 £
-5.00
0
N 2.00

=u il
Se=—
Y
—~ 1
sxu BN 1L
T
L
IRmENiNR
o ———
[
e =
= o
S S
my

CM -1.00 A

)
-
e
o
o
my

MM 1.00 =
| n f 0.00
0,80 -1.00 [_. :

Figura — 29: Tragado eletromiografico de rato do G3, periodo de
quatorze dias apds a lesdo. A) periodo de 8 segundos referente ao tragado
bruto do lado experimental, notar contragdo muscular (CM)
acompanhado de potencias espontaneos (setas). B) RMS da figura A. C)
Tragado bruto do lado sadio, notar contracdo muscular (CM), setas
indicam possiveis artefatos. Barra horizontal de 80 milissegundos

O animal do G4 (Exercitados 24 horas apés a lesdo em dias
alternados) ¢ mostrado na figura 30.

Pode-se observar na figura 30 A onde tragado bruto do lado
experimental ¢ mostrado, que um periodo de contragdo muscular
acontece chegando a amplitude aproximada de 2,0 mV. Apesar de ndo
estarem presentes neste trecho da figura, potencias espontaneos também
foram encontrados neste sinal. Na figura 30 B ¢ possivel visualizar a
RMS do tragado bruto com a contragdo muscular chegando em torno de
1,75 mV.
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No lado sadio a contragdo muscular atinge cerca de 3,5 mV no

tracado bruto (figura 30 C) e 2 mV no tragado bruto convertido em
RMS. (figura 30 C e D respectivamente.
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Figura — 30: Tracados eletromiograficos de rato do G4, periodo de
quatorze dias apds a lesdo. A) periodo total de 8 segundos do lado
experimental, notar periodo de contracdo muscular (CM). B) RMS do
tragado A. C) Periodo de 8 segundos referente ao lado sadio, notar

contragdo muscular (CM). D) RMS do tragado C. barra horizontal de 80
milissegundos.
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Em resumo, a observacgdo dos tragados no periodo de quatorze
dias apos a lesdo mostram uma evolugdo interessante comparado aos
demais periodos, agora em todos os tragados provenientes do lado
experimental, pudemos constatar um sinal mais semelhante a contragio
muscular. Tal sinal de contragdo muscular vem intercalado com o
periodo de contracdo muscular observado no lado sadio, ainda que este
sinal observado no lado experimental seja mais ténue e por vezes de
formato néo tipico quando comparado ao lado sadio.

Em todos os sinais no lado experimental constatamos
potencias espontdneos no periodo em que o animal encontra-se em
repouso.

As contragdes musculares no lados sadio continuam seguindo
o padrao dentro da normalidade.

5.2.4 Vinte e um dias pds — lesdo

As caracteristicas do sinal eletromiografico proveniente do
rato do G1 (controle, sedentério) no periodo de 21 dias ap6s a lesdo sdo
mostrada na figura 31.

A figura 31 A mostra um trecho de 8 segundos referente ao
tracado bruto do lado experimental, é possivel visualizar a contragéo
muscular (CM) atingindo em torno de 0,75 mV. No tragado convertido
em RMS (figura 31 B), a contragdo muscular atinge em torno de 0,50
mV. Potenciais espontdneos foram encontrados no decorrer deste
tracado.

A figura 31 C mostra o periodo de 8 segundos referente ao
lado sadio, nota-se a contragdo muscular (CM) chegando a
aproximadamente 0,80 mV no tragado bruto. Na figura 31 D o tragado
da figura 30 C ¢ convertido em RMS, a contra¢do muscular chega a casa
dos 0,40 mV.
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Figura — 31: Tragado eletromiografico de rato do G1, periodo de 21 dias
apos a lesdo. A) Periodo de 8 segundos referente ao tragado bruto do lado
experimental, notar contragdo muscular (CM). B) RMS do tragado A. C)
Trecho de 8 segundos referente ao lado sadio, notar contragdo muscular
(CM). D) RMS do tragado C. Barra horizontal de 0,80 milissegundos.

A figura 32 mostra o rato do G2 (exercitado 24 horas apés a
lesdo durante 21 dias) no periodo de 21 dias apds a lesdo.

O tragado bruto e RMS do lado experimental sdo apresentados
na figura 32 A e B respectivamente.

No tracado bruto referente ao lado experimental a contragdo
muscular (CM) chega a casa dos 5,0 mV, ja no tragado convertido em
RMS este atinge em torno de 2,0 mV.

No lado sadio o tragado bruto mostra a contragdo muscular
(CM) chegando a 7,0 mV, a RMS mostra uma amplitude de 4,0 mV
(figura 32 C e D respectivamente).
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Figura — 32: Tragado eletromiografico de rato do G2, periodo de 21 dias
apos a lesdo. A) Tracado de 8 segundos referente ao lado experimental,
notar contracdo muscular (CM). B) RMS do tragado A. C) Periodo de 8
segundos de tragado do lado sadio, notar contragdo muscular (CM). D)
RMS do tragado C. Barra horizontal de 0,80 milissegundos.

O rato do G3 (exercitado durante 14 dias, iniciando sete dias
apos a lesdo) t€m seus tragados mostrados na figura 33, para o periodo
de 21 dias apds a lesdo.

Na figura 33 A observa-se o tragado bruto proveniente do lado
experimental (periodo total de 8 segundos), nota-se a contragdo
muscular atingindo um amplitude em torno de 1,75 mV. No tracado
convertido em RMS mostrado na figura 33 B a amplitude da contragdo
muscular ultrapassa 1,0 mV chegando a 1,50 mV.

Na figura 33 C e D observa-se respectivamente os tragados
bruto ¢ RMS referentes ao lado sadio. Nota-se no tragado bruto do lado
sadio a contracdo muscular atingindo em torno de 2,0 mV, em quanto no
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tracado via RMS tal contragdo chega a valores levemente inferiores a
1,0 mV.
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Figura — 33: Tragado eletromiografico de rato do G3, periodo de 21 dias
apos a lesdo. A) Tragado bruto do lado experimental (periodo de 8
segundos) notar contragdo muscular (CM). B) RMS do tragado A. C)
Tragado bruto referente a lado sadio, notar contracdo muscular (CM). D)
RMS do tragado C. Barra horizontal de 0,80 milissegundos.

Por tltimo, os tracados do G4 (Exercitados 24 horas apos a
lesdo em dias alternados) sdo mostrados na figura 34. Na figura 34 A o
tragado bruto do lado experimental é mostrado (periodo total de 8
segundos) nota-se o periodo de contracdo muscular (CM) chegando a
4,0 mV. No tragado convertido em RMS, ac contragao muscular do lado
experimental atinge em torno de 3,5 mv.

A figura 34 C mostra o tragado bruto referente ao lado sadio,
neste tragado a contragdo muscular (CM) atinge a amplitude de 7,0 mV.
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No tragado via RMS (figura 34 D) a amplitude da contragdo muscular
do lado sadio chega a valores um pouco inferiores a 4,0 mV.
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Figura — 34: Tragado eletromiografico de rato do G4, periodo de 21 dias
apos a lesdo. A) Tragado bruto proveniente do lado experimental, periodo
de 8 segundos, notar contragdo muscular (CM). B) RMS do tragado A. C)
Tragado bruto proveniente do lado sadio, notar contracdo muscular (CM).
D) RMS do tragado C. Barra horizontal de 0,80 milissegundos.

my

Em resumo, ao observar os tragados provenientes do ultimo
dia de registro (21 dias apds a les@o) dos grupos 1 ao 4, nota-se que a
contragdo muscular no lado experimental persiste. Potencias
espontineos ainda estavam presentes, porém aparecerem com menor
frequéncia neste periodo em comparagdo a semana anterior.

Além disso fazendo um comparativo dos tragados de cada
grupo nota-se que a evolugdo se deu de forma homogénea.
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Em todos os grupos, no periodo de 24 horas ap6s a lesdo, ndo
foi observado nenhum tipo de atividade no lado experimental.

Com sete dias ap6s a lesdo os potencias espontaneos ja
estavam presentes.

Apds quatorze dias de lesdo, no lado experimental comegou-
se a se registrar potencias mais amplos e robustos referentes a contracao
muscular.

Apo6s vinte e um dias de lesdo, os potencias de contragdo
muscular no lado experimental continuaram aparecendo.

Quanto ao lado sadio em todos os grupos notou-se a contragao
muscular ocorrendo desde o primeiro registro, nenhum tipo de alteragio
neste sinal foi constatada a exemplo dos fendmenos encontrados no lado
que recebeu a lesdo.

5.3 ANALISE MORFOLOGICA

Vinte e um dias apds a lesdo nervosa os animais foram
sacrificados e realizou-se a retirada dos tecidos para a andlise. Os
musculos gastrocnémios direitos (lado experimental) e os cotos
proximais e distais dos nervos isquidticos direitos foram destinados ao
processamento histologico.

Os musculos foram corados com Hematoxilina — eosina e os
nervos com Giemsa.

5.3.1 Musculo gastrocnémio

Para os musculos realizou-se a analise apenas visual a fim de
se detectar possiveis alteracdes morfoldgicas. Utilizou-se o aumento de
200X para a inspe¢do visual das imagens.

A figura 35 A,B,C e D mostra quatro fotomicrografias de
animais dos grupos G1 ao G4 respectivamente.

A inspeg¢do visual para os quatro grupos mostra caracteristicas
semelhantes com sinais claros de atrofia muscular mesmo para os
grupos 1,2 e 3 que foram exercitados.

E possivel constatar areas com fibras de tamanho irregular
com perda total da morfologia poligonal esperada, atingindo didmetros
extremamente pequenos como pode ser visto nas figura 35 A e C (¥).
Além disso, nota-se aproximag¢do dos nucleos (setas finas na figura 34
AB,C ¢ D), e também pontos com larga proliferacdo de tecido
conjuntivo (setas espessas na figura 35 A,B,C e D).



Figura — 35: Fotomicrografia dos musculos gastrocnémios direitos dos
grupos G1 ao G4, A,B,C e D respectivamente. Notar fibras com a perda
da morfologia poligonal tipica (¥), aproximac¢do dos nucleos (setas
finas), e aumento na proliferagdo do tecido conjuntivo (setas espessas),
Magnificagdo de 200X, coloragdo Hematoxilina — eosina.

&9
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5.3.2 Nervo isquiatico

Para a inspegdo visual dos nervos utilizou-se aumento de
400X tanto no coto proximal quanto distal.

A figura 36 A, B ,C e D, mostra os cotos proximais para os
grupos G1 ao G4 respectivamente.

A figura 37 A, B, C e D, mostra os cotos distais para os
grupos G1 ao G4 respectivamente.

Em todos os grupos ndo foi possivel distinguir entre porgoes
mais ou menos mielinizadas.

Observa-se areas com uma grande quantida de fibras
nervosas degeneradas (setas finas nas figuras 36 e 37) eventualmente,
alguns axonios com sua bainha de mielina mantiveram-se preservados
(setas espessas nas figuras 36 e 37. O distanciamento presente entre as
fibras da ao tecido a caracteristica de degeneracao.

Figura — 36: Fotomicrografias das por¢des proximais dos nervos
isquiaticos direitos dos grupos G1 ao G4, A,B,C e D respectivamente.
Notar degeneracdo do tecido (setas finas), e fibras mielinizadas
preservadas (setas espessas). Magnificagdo de 400X, coloragdo de
Giemsa.
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Figura — 37: Fotomicrografias das por¢des distais dos nervos isquidticos
direitos dos grupos Gl ao G4, A,B,C e D respectivamente. Notar
degeneragdo do tecido (setas finas), e fibras mielinizadas preservadas
(setas espessas). Magnificagdo de 400X, coloragdo de Giemsa.

5.4 ANALISE BIOMOLECULAR, RT-PCR

Os resultados da analise biomolecular realizada através da RT —
PCR foram separados em quatro graficos de barras, um para cada gene
em questdo. Nos graficos, a comparagdo dos grupos 2,3 e 4 ¢ feita
sempre contra o G1 tido como nosso grupo de referéncia, mas, as
diferengas existentes entre os grupos exercitados serdo descritas no
texto.

A figura 38 A mostra o grafico com a expressdo do BDNF nos
quatro grupos, a linha horizontal sobre G1 (presente também nos demais
graficos) refere-se aos valores de referéncia do grupo controle.

Observa-se diferenca estatistica significante de todos os grupos
exercitados contra o grupo 1. Os valores médios da expressdo e desvio
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padréo foram: G1 (0,94 + 0,19), G2 (7,32 + 1,32), G3 (2,62 + 0,94) e G4
(4,72 £ 0,94).

O maior pico de expressio se deu no G2 (exercitado
diariamente), além disso este apresentou diferenca significante contra os
grupo 3 e 4 com valor de p<0,001.

A expressdo mais baixa foi constatada no grupo 3 com valor de
p< 0,05. Quando comparado ao grupo 4 mostrou valor também
significante (p<0,01).

Quando observa-se 0 G4 ¢ possivel vizualisar valores inferiores
a0 grupo 2 € um pouco superiores ao grupo 3.

A figura 38 B  refere-se ao segundo fator neurotrofico
quantificado o NGF.

Os valores das médias e desvio padrio da expressdo do NGF
apresentada pelos grupos foram: G1 (1,04 + 0,16), G2 (10,86 + 1,80),
G3 (4,96 + 0,83) e G4 (7,60 + 1,14).

A exemplo do BDNF houve também uma maior expressdo do
NGF no G2 (exercitado diariamente) com valores muito superiores ao
G1 (p<0,001), além disso quando comparado aos grupos 3 e 4 mostrou
também uma diferenca significante (p<0,001).

A menor expressio de NGF foi observada no G3 (padrio
semelhante do mesmo grupo foi observado para o BDNF) com valor de
p<0,001. Quando comparado ao G4 mostrou diferenga de p<0,01.

No G4 nota-se valores inferiores ao G2 e um pouco superiores
ao G3.

Para a enzima iNOS os valores do G2 foram os mais inferiores
com valor de p<0,001 quando comparado ao grupo controle. Quando
comparado aos demais grupos observou-se diferenca de p<0,001.

O grupo onde encontrou-se a mais alta expressao da iNOS foi o
G3 com diferenca de p< 0,01 contra o grupo controle. Nao houve
diferenca significante do G3 para o G4.

A respeito do G4 neste observa-se valores superiores ao G2 e
um pouco inferiores ao G3.

Os valores da média e desvio padrdo foram: G1 (1,00 + 0,07),
G2 (0,14 +0,07), G3 (0,12 + 0,05) e G4 (0,52 + 0,19).

A figura 38 C mostra a expressdo da iNOS nos diferentes
grupos.

Em relacdo a quantificacdo da expressdo da citocina TNF — a,
nota-se que o G2 foi 0 que menos expressou tal citocina, p<0,001 contra
0 grupo controle.

Em comparagdo aos grupos 3 ¢ 4, o G2 obteve um valor de
significancia de p<0,001.
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O G3 apresentou a maior expressdo da citocina com valor de
p<0,01. Nao houve diferenca significante do G3 para o G4, mesmo
padrdo observado na expressdo da iNOS.

O G4 mostrou uma expressdo superior ao G2 e levemente
inferior ao G3.

Os valores de média e desvio padrido dos grupos referente a
expressdo de TNF — a sdo os seguintes: G1 (1,00 + 0,07), G2 (0,22 +
0,11), G3 (0,80 + 0,11) e G4 (0,66 + 0,09).

A figura 38 D mostra a expressdo do TNF — a em todos os
grupos.

Em resumo o padrdo dos graficos foi semelhante, mostrando
uma maior expressao dos fatores neurotroficos BDNF e NGF no G2, em
contraste com uma baixa expressao de iNOS e TNF — a.

Em segundo lugar o grupo que apresentou uma expressdo de
BDNF e NGF mais acentuada foi o G4,contrastando também com a
segunda menor expressdo de iNOS e TNF — q.

Por ultimo o G3 mostrou os menores niveis de BDNF e NGF
apresentado a maior expressdo da iNOS e de TNF — a.

Parece que o exercicio fisico independentemente da frequéncia
em que foi executado, mostrou promover o aumento na expressdo dos
fatores neurotroficos BDNF ¢ NGF e diminui¢do da enzima iNOS e da
citocina TNF — a, quando comparado ao grupo controle.
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Figura — 38: Quantificagdo dos fatores neurotréficos BNDF, NGF,
enzima iNOS e da citocina TNF — a, G1= grupol, G2= grupo 2, G3=
grupo3, G4= grupo 4. A) Quantificacdo da expressdo de BDNF. B)
Quantificagdo da expressdo de NGF. C) Quantificacdo da expressdo de
iNOS. D) Quantificacdo da expressdo de TNF — a.
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6 DISCUSSAO

Como meio de treinamento fisico o nado € eficaz pois tanto na
fase aguda quanto cronica tem se mostrado capaz de acelerar o processo
de regeneragdo, embora ainda ndo haja consenso sobre a melhor hora de
se iniciar o exercicio e o periodo adequado de treinamento (TEODORI
et.al.,2011; UDINA et.al., 2011). Considerando o contexto do exercicio
¢ possivel especular que os estimulos tateis, térmicos e proprioceptivos
da natagdo favorecam o processo de regeneragdo através da ativacdo
cruzada (MUNN, et.al., 2005), visto que, durante o processo exige-se a
ativagdo muscular dos membros bilateralmente (TEODORI et.al., 2011).

No entanto, Herbison e colaboradores afirmam que o exercicio
em especial o nado inibe o processo de reinervagdo muscular
(HERBISON, et.al., 1974), isso nos leva a especular sobre até que ponto
o exercicio em especial o nado é benéfico ou maléfico para o processo
regenerativo.

Optamos por utilizar a 4agua como meio de exercicio que
proporcionasse estimulo aos animais, além do nado ser uma qualidade
inata dos ratos € bem descrito que a agua aquecida é capaz de propiciar
aumento do fluxo sanguineo local pela dilatacdo vascular, e também
gerar analgesia devido a sua caracteristica térmica. Porém, ndo somente
os aspectos positivos do meio liquido devem ser levados em conta,
existe o estresse causado pelo natagdo que a longo prazo pode se tornar
deletério (ARAUJO; 2008).

Ao se estudar o processo de regeneracdo nervosa periférica
através de varios meios de andlise, tem-se como vantagem a
possibilidade de avaliar o problema sob diversas 6ticas. No entanto, nem
sempre ¢ possivel estabelecer uma correlagio entre os resultados obtidos
através destas andlises (MONTE-RASO; 2006). Em estudos
experimentais, ndo hd medida perfeita para estimar a regeneragdo
nervosa (KANAYA et.al., 1996).

Neste estudo utilizaram-se métodos de analise que pudessem
proporcionar dados funcionais, eletrofisiologicos, morfoldgicos e
biomoleculares.

Os resultados foram apresentados separadamente nas paginas
anteriores, a discussdo se concentra agora em comparar os resultados
com os dados encontrados na literatura e correlaciona-los quando
possivel.

Na andlise individual do desenpenho dos animais por grupo foi
possivel notar que independentemente do grupo constatou-se que a
recuperagdo funcional chega para todos por volta do 21° dia apos a lesdo
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(Figura 16), a excessao foi o grupo 2 que ndo mostrou diferenca do 21°
para o 14° dia apos a lesdo.

Em relagdo aos grupos exercitados foi possivel observar uma
real diferenga, sobretudo no 14° dia apds a lesdo onde tais grupos
mostraram diferenca contra o primeiro dia apos a lesdo. Além disso os
grupos 2 e 3 no 14° dia apresentaram diferenga contra o 7° dia.

Os dados apontam para uma melhora mais rapida dos grupos
exercitados em relagdo ao controle, comegando por volta do 14° dia
(excessdo do grupo 4 que mostrou diferenga do 7° para o 1° dia apés a
lesdo), ja que, ao observar o grafico de IFC do grupo controle ndo
observa-se diferencga entre os periodos 1°,7° ¢ 14° dia apos a leséo.

Quanto a comparagdo entre os grupos exercitados contra o
controle, observa-se que a diferencga ocorre no periodo de 14 dias apds a
lesdo nervosa nos grupos 2 ¢ 3, e no periodo de 21 dias ap6s a lesdo no
grupo 3. O grupo 4 ndo apresentou diferenca do controle em nenhum
dos periodos de registro do IFC.

Pesquisas anteriores de nosso laboratorio realizadas por
Possamai e colaboradores (2010), utilizando roda motorizada para
promover o exercicio em ratos durante os periodos de 7, 14 e 21 dias,
apos axonotmese, geraram resultados de IFC divergentes dos nossos.
Neste experimento, a respeito da melhora funcional os pesquisadores
ndo encontraram diferenca estatisticamente significante do grupo
controle para os grupos exercitados, mostrando um padrao semelhante
de evolugdo em todas as curvas do grafico. Como visto, em nossos
experimentos o G2 (exercitado diariamente) ¢ o G3 (exercitado sete dias
apos a lesdo) mostraram diferenga do grupo controle (14 dias apds a
lesdo G2 e G3 e 21 dias apo6s a lesdo G3).

Entretanto os autores sugerem uma aparente vantagem para os
grupos exercitados contra o controle, fato este também observado em
nosso trabalho (POSSAMAI et.al., 2010).

Independentemente do grupo estudado, com 21 dias pds — lesdo
¢ possivel constatar que ja ocorre uma recuperagdo da fungdo motora de
forma homogénea, contudo, de acordo com Van Meeteren e
colaboradores (1997) é de se esperar com 21 dias uma recuperagio
funcional de forma espontanea. Tal recuperagdo ¢ constatada quando se
observa que todos os grupos atingem valores de IFC proximos de zero.

De acordo com Gorio e colaboradores (1983), o periodo que
compreende do 21° ao 28° dia é crucial para o pico de reinervagdo, o
que da base para a melhora funcional observada nos valores do IFC de
nosso estudo.
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Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos tais
como o estudo de Teodori e colaboradores (2011) , que utilizaram o IFC
para avaliar uma lesdo nervosa tipo axonotmese, apos submeterem ratos
ao exercicio didrio através do nado, durante uma hora, na fase aguda
(vinte e quatro horas poés-lesdo) e cronica (quatorze dias pods-lesdo).
Neste estudo o IFC foi mensurado nos dias 7,14,21 e 28 apos a lesdo
(TEODORLI, et.al, 2011). Os autores observaram que houve melhora na
avaliagdo funcional dos animais que foram submetidos ao exercicio,
independentemente do inicio tanto na fase aguda quanto cronica.
Destacam ainda que o grupo que realizou atividade na fase aguda logo
apos a lesdo apresentou vantagem contra os demais grupos, tal vantagem
foi observada nos valores do IFC, ainda que ndo apresentassem valores
significativos.

Outro estudo que mostra o efeito benéfico na recuperagio
funcional de ratos ¢ o de Santos e colaboradores (2010), que
submeteram ratos com axonotmese do nervo isquidtico a dois tipos de
treinamento, resisténcia ¢ forca. Para o treino de resisténcia os autores
utilizaram o nado como estratégia de exercicio, forcando os animais a
nadarem por cinco minutos diarios. Como meio de promover o treino de
forca utilizou-se uma gaiola especial onde os animais tiveram que se
elevar sobre as patas posteriores para se alimentarem e beberem agua
durante quatro horas por dia. Ambos os grupos realizaram o treino nos
dias 5,10,15 e 20 a pos a lesdo. Os autores concluem que houve melhora
funcional nos grupos que realizaram treino de forga e resisténcia contra
o grupo controle, e esta melhora foi equivalente entre eles, porém, no
vigésimo dia apds a lesdo todos os grupos apresentaram valores
proximos de IFC, resultado este semelhante aos do nosso experimento.

Aragjo (2008), submetendo ratos também ao nado forcado,
mostrou que o exercicio ndo retardou e nem acelerou o processo de
regeneragdo, € que no 21° dia pés — lesdo todos os grupos haviam
chegado proximo ao parametro do normalidade. Quando confrontados
com os nossos dados, estes resultados mostram uma semelhanga parcial,
uma vez que, em nossos experimentos o G2 e G3 mostraram ser
superiores aos demais grupos no periodo de 14 dias pds — lesdo. Apds 21
dias a recuperacdo funcional apresentou valores proximos do normal
para todos os grupos ndo havendo diferenca estatistica.

Podemos supor que as diferencas quando existentes entre os
resultados de nosso estudo comparado com os demais, devem-se a
inameras variaveis tais como tipo de exercicio, intensidade e frequéncia
com que foi empregado, ja que, em nenhum dos trabalhos citados houve
protocolo idéntico de treinamento.
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A avaliagdo através do indice funcional do isquiatico nos deu
indicios de que o exercicio possa de fato ajudar na processo de
regeneragdo nervosa periférica, mesmo que de forma sutil como
constatado e se tratando apenas da variavel funcional.

A andlise através da eletromiografia realizada nos mesmos
periodos do IFC poderia nos ajudar oferecendo outro tipo de variavel,
que colaborasse no entendimento do que foi observado entre os grupos
no resultado do IFC. Entretanto, ao observar os dados eletromiograficos
ndo foi possivel encontrar padrdes que pudessem diferir entre os grupos,
desta forma, uma correlacdo destes dados com os funcionais se tornou
dificil.

Em sintese, nossos resultados eletromiograficos mostram que
no periodo de vinte e quatro horas apds a lesdo, o tragado proveniente
do lado experimental ¢ marcado por um periodo de siléncio (sem
atividade), a atividade espontanea comega a aparecer no tracado do lado
experimental sete dias apds a lesdo, com quatorze dias notamos haver
um sinal correspondente ao periodo de contragdo muscular observado a
partir do lado sadio. Com vinte e um dias apds a lesdo, a contragdo
muscular no lado experimental continua a ser observada, além disso, os
potencias espontaneos também estavdo presentes, ainda que, a
regularidade com que apareceram diminuiu.

Ao passo que procede a inervacdo apos uma lesdo, a fibra
muscular tende a ter o seu potencial de membrana normalizado e ndo
havera mais despolarizagdo espontanea. (BLUM, RUTKOVE; 2007).

Tanto para o grupo controle (G1) quanto para os experimentais
a respeito daquilo que pudemos observar sobre os nossos registros,
parece haver um padrido de recuperagdo dentro da normalidade, quando
comparado com informagdes vindas de demais autores. Dados da
literatura sustentam que ndo é possivel observar potencias espontaneos
no periodo de 24 horas poés-lesio em ratos (FEINBERG, 2006).
Herbison e colaboradores (1974) descrevem em seus resultados que os
potencias espontaneos nao ocorreram até 72 horas apos lesdo nervosa, ja
com uma semana apos a lesao é possivel observar tais fenémenos.

Utilizamos o registro eletromiografico também no lado sadio
como forma de obter padrdes tidos como normais que pudessem ser
comparados com o lado contralateral do mesmo animal, quando este
animal realizava seus comportamentos no interior da caixa. A respeito
dos tragados obtidos no lado sadio, Gramsbergen e colaboradores
(2000), relataram que um padrdo eletromiografico anormal por vezes
pode ser observado no lado que ndo sofreu a lesdo, quando o lado
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contralateral encontra-se lesionado. Os autores relatam que este padrédo
pode ser devido a sobrecarga exigida ao lado sadio.

Em nossos tragcados ndo relatamos nenhum tipo de
anormalidade no lado sadio, tanto no periodo de repouso quanto no
periodo de contragdo muscular. Pensamos que, devido aos ratos serem
submetidos ao nado, a medida que progredia o exercicio, o
condicionamento fisico do animal obtido no meio aquatico se dava nao
somente no membro experimental, mas também no sadio. Portanto,
alguma anormalidade detectavel nos tragados eletromiograficos do lado
sadio causada pela sobrecarga, poderia ser compensada devido a este
fator. Deste modo, contra a informagdo apresentada por Gramsbergen e
colaboradores (2000), ndo notamos nenhum tipo de potencial aberrante
ou outra anormalidade no lado sadio ao longo de todo o processo de
registro, somente alguns artefatos. Também ¢ possivel que a intensidade
de nosso exercicio nao foi suficiente para gerar uma fadiga no animal.
Vale ressaltar que tais autores mencionados, atribuiram a sobrecarga ao
lado sadio, mas utilizaram em seus experimentos ratos submetidos a
neurotmese, que demanda um periodo de recuperagdo maior quando
comparado a ratos submetidos a axonotmese utilizados em nossa
pesquisa.

Em suma, nossos dados eletromiograficos, quando analisados
de forma isolada, mostram que o exercicio ndo parece exercer efeito
algum sobre o processo de regeneragdo, visto que, todos os grupos tanto
exercitados quanto controle apresentaram caracteristicas semelhantes,
como a presen¢a de potencias de fasciculacdo, estes potencias indicam
que no 21° dia apds a lesdo o processo de reinervacdo ainda esta em
curso.

O exame eletromigrafico também ndo foi capaz de captar
potencias nascentes que segundo Feinberg (2006) sdo potencias de baixa
amplitude e curta durag@o indicativos de regeneracdo axonal em lesdes
cronicas.

Apesar do exame eletromiografico ndo ter nos dado nenhuma
informacdo diferente entre os grupos ndo se pode excluir esta
ferramenta de analise, parece-nos que ao menos da forma que foi
utilizada em nossos experimentos, a eletromiografia ndo foi sensivel
para detectar alguma alteragdo que pudesse estar ocorrendo entre os
grupos. Ou ainda, podemos supor, que realmente ndo houve alteragdes
caudas pelo exercicio que pudessem ser detectaveis do ponto de vista
eletrofisiologico.
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Por fim, as variaveis estudadas no final do experimento (21
dias apoés a lesdo) foram os musculos gastrocnémios e cotos proximal e
distal dos nervos isquiaticos lesionados, analisados através da histologia,
bem como, o epicentro da lesdo nervosa que foi processado de modo a
nos oferecer dados biomoleculares.

A respeito da analise morfoldgica dos musculos gastrocnémios,
embora tenha — se realizado apenas a verificacdo visual, foi possivel
constatar nos quatro grupos, fibras musculares atréficas, caracterizadas
pelo seu tamanho arredondado e espacadas uma das outras, este
espacamento se da devido a quantidade aumentada de tecido conjuntivo
(BLUM, RUTKOVE; 2007).

Nao se detectou nenhuma alteragdo substancial na morfologia
do musculo ap6s 21 dias no grupo controle € em nenhum dos grupos
exercitados.

Nota-se que a recuperagdo do nervo até o 21° dia ndo foi
totalmente conseguida, isso foi constatado quando em nossas laminas, o
tecido nervoso apareceu com grandes areas de degeneragdo ao 21° dia.
Porém, a recuperagdo funcional ja havia sido alcangada como visto no
registro do 21° dia do IFC. Este fato também foi observado por outros
autores tal como Teodori e colaboradores (2011) e também Burnett e
Zager (2004), os ultimos asseguram que para o retorno da funcéo ndo ¢
necessario uma completa recuperagdo da arquitetura do nervo
(BURNETT, ZAGER; 2004).

Nossos resultados a respeito dos elementos quantificados
através da técnica de RT —PCR, mostraram valores muito discrepantes
entre 0s grupos.

E sabido que fatores neurotréficos tais como o BDNF e o NGF
sdo essenciais para o processo de regeneracdo nervosa apds a lesdo
(BATISTA e ARAUJO, 2010; CAMPBELL, 2008).

Um estudo de Meyer e colaboradores (1992), mensurou a
expressido do RNAm tanto do BDNF quanto do NGF em nervos
isquiaticos de ratos apds lesdo. Os autores mostram um aumento
acentuado deste fatores, de forma progressiva até o 21° dia p6s — lesdo,
mesmo quando o animal ndo é submetido a nenhum tipo de atividade
(MEYER et.a.,; 1992).

Outros pesquisadores, utilizaram a quantificacdo de fatores
neurotroficos em animais que sofreram algum tipo de intervencdo apds
uma lesdo nervosa. Um trabalho de Cobianchi e colaboradores mostram
um aumento na expressdo de BDNF e NGF em ratos exercitados através
da esteira, contra ratos ndo exercitados. Os autores também alertam para
o fato de que exercicios muito extenuantes podem ter efeitos deletérios
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durante a reinervagdo, pela inibicdlo na producdo dos fatores
neurotroficos, desta forma ¢ aconselhavel utilizar protocolos de
exercicios mais brandos a fim de se conseguir efeitos positivos
(COBIANCHLI, et.at,; 2013).

Wihelm e colaboradores (2012), Molteni e colaboradores
(2004) e Gomez-Pinilla e colaboradores (2002), mostram que ratos
exercitados tem um aumento na expressdo dos fatores neurotréficos
BDNF e NT - 3, todos estes autores utilizaram a esteira como meio de
promover o exercicio fisico.

Como o padrio de expressdo do BDNF e NGF foi semelhante
em cada grupo podemos discuti-los em conjunto.

Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos citados
anteriormente, para todos os grupos exercitados houve um aumento na
expressdo dos fatores neurotroficos mensurados. Este aumento foi visto
de forma mais acentuada no G2 (exercitado diariamente), seguido do G4
que realizou exercicio em dias alternados, ja o G3 que realizou atividade
tardia, apresentou menores niveis de expressdo dentre os grupos
exercitados. Parece-nos que a atividade realizada logo apds a lesdo
influencia os niveis de expressdao do BDNF e NGF, ao menos até o 21°
dia, ja que, os grupos com maior expressdo foram os que iniciaram o
exercicio vinte e quatro horas apés a lesdo (G2 e G4). Outro fator é a
frequéncia com que o exercicio ¢ feito, visto que, dentre os grupos que
realizaram a atividade vinte e quatro horas apo6s a lesdo, o G2 apresentou
valores maiores que o G4.

Como mostrado nos resultados do IFC, no registro referente ao
21° dia apdés a lesdo, todos os grupos apresentaram parametros
funcionais levemente superiores ao controle. Pode-se entdo fazer uma
correlag@o positiva dos dados funcionais e biomoleculares uma vez que
todos os grupos exercitados tiveram valores superiores de expressao do
BDNF e NGF. O exercicio foi capaz de aumentar a expressdo de BDNF
e NGF, mesmo no G4 que néo teve uma recuperagdo funcional diferente
do grupo controle.

Além dos fatores neurotréficos optamos por quantificar também
a enzima iNOS e a citocina TNF — o, ambas com funcdo pro-
inflamatoria discutida (YDENS, et.al; 2012).

Como visto em nossos resultados, o grupo controle mostrou
uma expressdo do RNAm referente a iNOS extremamente alta quando
comparado aos grupos exercitados. Nossos resultados se assemelham
aos encontrados por Lin, Hou e Chen (2011), tais autores quantificaram
a iINOS em ratos ap6s a les@o e mostram indices altissimos de expressao
decaindo ao longo do tempo, os mesmos autores concluem que esta
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expressdo em excesso ndo favorece o processo de regeneragdo nervosa,
e que o papel da iNOS na regeneragdo ainda precisa ser totalmente
elucidado (LIN, HOU, CHEN; 2011).

Em estudo conduzido por Shin e colaboradores (2005), ratos
que tiveram supressdo da iNOS apresentaram uma recuperagio
funcional mais rapida, observado nos valores do IFC.

Os demais grupos exercitados, quando comparados ao grupo
controle mostraram uma expressdo do RNAm referente a iNOS bem
menores, sobretudo o G2, seguido do G4 ¢ G3.

Nossos resultados a respeito do TNF — o também se
assemelham ao padrido encontrado com a iNOS, ou seja, baixos nos
grupos exercitados comegando pelo G2, seguido do G4 ¢ G3, ¢ altos no
grupo controle. Esses dados se assemelham a de outros estudos tais
como Bobinski e colaboradores (2011), que ao analisar o nervo
isquiatico em diferentes grupos de animais, encontraram niveis de TNF
— o diminuidos nos grupos que praticaram algum tipo de exercicio,
comparados com o controle ndo exercitado. Outras citocinas pro —
inflamatorias tais como a interleucina 1 beta (IL — 1B) e a interleucina 6
(IL — 6) também foram mensuradas e mostraram redugdo em grupos
exercitados (BOBISKI, et.al; 2011).

Podemos concluir, sobre a iNOS e o TNF — a, que o exercicio
quando iniciado logo apos a lesdo é capaz de causar uma supressiao
destes dois elementos, o grupo que apresentou menor expressao foi o G2
(exercitado diariamente), em segundo lugar o G4 que também iniciou o
exercicio vinte e quatro horas apds a lesdo passando a realiza-lo em dias
alternados. O G3 apesar de realizar o exercicio todos os dias, iniciou
apenas no sétimo dia apds a les@o portanto mostrou valores para o TNF
— a e a INOS superiores ao G4. Pode-se ainda concluir que mesmo
iniciando sete dias ap6s a lesdo o exercicio ¢ capaz de agir reduzindo o
nivel tanto da iNOS quanto do TNF — a.

Analisando os elementos quantificados nos trés grupos
exercitados pode-se constatar uma correlagdo destes quatro elementos
em cada grupo ou seja, o G2 foi o que apresentou maiores niveis de
expressio de BDNF e NGF, em consequéncia foi também o que
apresentou menores niveis de iNOS ¢ TNF — a. O G3 apresentou
menores niveis de BDNF e NGF e maiores niveis de iNOS TNF —a. Ja&
o G4 apresentou valores intermédios entre o os grupos 2 e 3, sendo estes
superiores ao G3 e inferiores ao G2 para o BDNF ¢ NGF. Como
também, valores inferiores ao G3 e superiores ao G2 para a iNOS e TNF
—a.
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Além disso, o padrio de expressio do BDNF e NGF difere
quando se compara estes fatores no mesmo grupo isto ¢, o BDNF nos
grupos 2, 3 e 4 apresentou expressdo menor quando comparado ao NGF
nos mesmos grupos. Acreditamos que esta diferenca se da pelo tipo
desigual de expressdo uma vez que o BDNF tem aumento de sua
expressdo chegando ao pico no sétimo e/ou décimo quarto dia apos a
les@o. J4 o NGF apresenta um formato de expressdo bifasico, atingindo
um pico de expressdo muito alto por volta da segunda semana pds —
lesdo e mantendo este pico por um longo tempo a medida que o BDNF
tende a diminuir (FUNAKOSHI et.al., 1993 ; HEUMANN, 1987).

Com nossos resultados seria precoce afirmar que o exercicio
realizado da forma como foi proposto ¢ capaz de acelerar o processo de
regeneragdo, apesar de alguns meios de analise subsidiarem esta
hipétese, ndo podemos confirma-la.

No entanto, ndo encontramos nenhum vestigio de que o
exercicio cause atraso ou seja prejudicial para o processo regenerativo,
tal fato, vai contra os dados mostrados por alguns autores como, Tam e
colaboradores (2001), Soucy e colaboradores (1996) e Gutmann e
Jakoubek (1963), que encontraram em seus trabalhos efeitos negativos
do exercicio no processo de regeneragdo nervosa.

Diante do exposto, nossos dados apontam para um efeito
benéfico do exercicio no processo de regeneragdo nervosa periférica,
embora os meios de analise nem sempre se correlacionem.

Nao podemos afirmar categoricamente que houve um amento
na velocidade de regeneracdo nervosa nos grupos que realizaram
exercicio, mas, ¢ evidente a ligeira melhora funcional mostrada por estes
grupos bem como, o aumento na expressdo de fatores neurotroficos e a
supressdo do TNF — a e da iNOS, ambos elementos com fungdo pro —
inflamatdria discutida.
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7 CONCLUSAO

Os dados mostram uma aparente melhora funcional para os
grupos exercitados, embora no 21° dia todos encontraram-se com
parametros estatisticos semelhantes. Ainda que o indice funcional do
isquiatico seja considerado um dos melhores testes utilizados neste
campo de estudo ele ainda ndo representa o padrdo ouro indicativo de
regeneracdo nervosa (KANAYA, FIRREL, BREIDENBACH; 1996).

Nossos tragados eletromiograficos apresentaram padrdes
semelhantes de evolugdo em todos os grupos. Nossa analise histologica
também ndo mostrou diferengas muito substanciais.

Com relagdo aos dados biomoleculares observa-se um
aumento acentuado na concentragdo dos fatores neurotréficos BDNF e
NGF com consequente supressdo da iNOS e do TNF — a nos grupos
exercitados.

Em suma, a correlagdo das diversas variaveis tornou-se
dificil, entretanto nosso trabalho compartilha deste mesmo problema
com outros autores citados nesta discussao.

Finalmente, ressaltamos que novas estratégias de uso da
eletromiografia devem ser buscadas como meio de tornar o teste mais
sensivel na deteccdo da desnervagido/reinervac¢do. Este é um recurso
valioso que deve ser aprimorado para servir bem ao nosso campo de
estudo.
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