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Resumo

Introducgdo. LesGes do sistema nervoso periférico sdo comuns e acarretam perdas tanto
sensitivas quanto motoras. Tais lesGes interferem na vida do individuo devido a diminuigdo do
rendimento profissional. O exercicio fisico € um dos meios empregados no tratamento das
lesGes nervosas periféricas. Objetivos. Objetivamos estudar os efeitos do exercicio fisico
(nado forcado) em ratos submetidos a axonotmese. Método. Neste estudo utilizamos quatro
grupos: G1 - grupo controle sedentario, G2 - Grupo submetido ao exercicio diariamente
durante 21 dias iniciando 24 horas apds a lesdo nervosa, G3 - grupo submetido ao exercicio
7 dias apds a lesdo durante 14 dias consecutivos, G4 — grupo submetido ao exercicio 24 horas
apos a lesdo, durante 21 dias, porém em dias alternados. Resultados. Nossos dados apontam
para uma melhora funcional observada através do indice funcional do isquiatico, incremento
na producdo de fatores neurotréficos (BDNF e NGF) e diminuicdo da expressdo da enzima iNOS
e da citocina TNF-a nos grupos exercitados. Conclusdo. O exercicio fisico na forma em que
foi empregado melhorou a fungdo motora e acelerou e a regeneracdo nervosa periférica.
Unitermos. Lesdo nervosa periférica; axonotmese; exercicio fisico; nervo isquiatico;
regeneragao nervosa

Abstract

Introduction. Peripheral nerve injuries are common and cause both sensory and motor
losses. Such injuries interfere in the individual's quality of life due to the decrease in personal
and professional performance. Physical exercise is a common strategy to treat peripheral nerve
injuries. Objective. We aimed to study the effects of physical exercise (forced swimming) in
Wistar rats submitted to axonotmesis. Method. In this study we used four groups: G1 -
sedentary control group, G2 - Group submitted to exercise in daily basis for 21 days starting
24 hours after the axonotmesis, G3 - group submitted to exercise 7 days after the axonotmesis
for 14 consecutive days, G4 - group submitted to exercise 24 hours after the axonotmesis, for
21 days, but on alternate days. Results. Our data shows a functional improvement observed
through the sciatic function index, an increase in the neurotrophic factors (BDNF and NGF)
production and a decrease in the expression of the iNOS enzyme and the TNF-a cytokine in
the exercised groups. Conclusion. Physical exercise as it was employed improved motor
function recovery and accelerated peripheral nerve regeneration.

Keywords. Peripheral nerve injury; axonotmesis; physical exercise; sciatic nerve; nerve
regeneration




Resumen

Introduccion. Las lesiones del sistema nervioso periférico son comunes y causan pérdidas
tanto sensoriales como motoras. Estas lesiones interfieren en la vida del individuo debido a la
disminucion del desempefio profesional. El ejercicio fisico es uno de los medios utilizados para
tratar las lesiones de los nervios periféricos. Objetivo. Estudiar los efectos del ejercicio fisico
(natacion forzada) en ratas sometidas a lesidon nerviosa por compresion (axonotmesis).
Método. En este estudio utilizamos cuatro grupos: G1 - grupo de control sedentario, G2 -
grupo sometido a ejercicio diario durante 21 dias a partir de las 24 horas posteriores a la lesion
nerviosa, G3 - grupo sometido a ejercicio 7 dias después de la lesion durante 14 dias
consecutivos, G4 - grupo sometido a hacer ejercicio 24 horas después de la lesién, durante 21
dias, pero en dias alternos. Resultados. Nuestros datos apuntan a una mejora funcional
observada a través del indice funcional del cidtico, un aumento en la produccién de factores
neurotroficos (BDNF y NGF) y disminucidn en la expresién de la enzima iNOS y de la citocina
TNF-a en los grupos ejercitados. Conclusidn. El ejercicio fisico en la forma en que se empled
mejoré la funcién motora y aceleré la regeneracidén de los nervios periféricos.

Palabras clave. Lesion del nervio periférico; axonotmesis; ejercicio fisico; nervio ciatico;
regeneracion nerviosa
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INTRODUCAO

Lesdes nervosas periféricas sao comuns na sociedade
industrializada e por vezes incapacitantes!?. Tais lesoOes
classificam-se em neuropraxia, axonotmese e neurotmese,
conforme o grau de ruptura sofrido pela fibra nervosa3.

Quando o ax6nio perde a continuidade com o corpo
celular, tal qual ocorre na axonotmese, ele passa pelo
processo conhecido como degeneracao Walleriana*®. A
degeneracao Walleriana desencadeia uma forte resposta
inflamatdéria, onde as células de Schwann tem papel
importante’. Estas células induzem a producdo de citocinas
pro-inflamatdrias tais como fator de necrose tumoral (TNF-
a)s.

E importante destacar, também, o papel da enzima

oxido nitrico sintase (NOS), responsavel pela producao de
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oxido nitrico (NO). Esta molécula pode apresentar efeitos
protetores no sistema nervoso, no entanto, ha evidéncias de
que niveis aumentados resultem em citotoxicidade®1°,

Apds lesdao, a expressio de NOS aumenta
drasticamente!!, retardando o processo regenerativo e
potencializando o processo inflamatério e a dor
neuropatical?.

Outra resposta fisiolégica encontrada apds a
axonotmese é a producdo dos fatores neurotréficos Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e Nerve Grouth Factor
(NFG)'314 importantes no desenvolvimento, manutencdo e
plasticidade do sistema nervoso!>. Imediatamente apds a
lesdo nervosa, a expressao destes fatores encontra-se
aumentadal®

Ha inUmeras evidéncias de que o exercicio possa
acelerar o processo regenerativo, nao produzir nenhum
efeito, e até mesmo atrasa-lo, e esses resultados parecem
ser dependentes do momento em que se iniciam o0s
exercicios*>’21, O niUmero de evidéncias que apontam para
respostas favoraveis a regeneracao do tecido nervoso
periférico apods exercicios fisicos estd relacionado a
expressao potencializada de BDNF e NGF??, além da inibicao
da expressao de TNF-a e iNOS.

Diante disso, objetivou-se estudar os possiveis efeitos
do nado forcado sobre o processo de regeneracao nervosa
periférica em ratos Wistar submetidos a axonotmese do

nervo isquiatico.
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METODO
Amostra

A amostra foi constituida por 36 ratos Wistar machos
adultos, com peso entre 250 e 350g, provenientes do
biotério central da Universidade Regional de Blumenau.

Durante o processo de experimentacao, os animais
permaneceram no biotério setorial do laboratoério (ciclo claro-
escuro de 12 horas - 7:00h as 19:00h claro sob luz artificial
e temperatura controlada (24°C+2), alojados em gaiolas
individuais dentro de uma estante ventilada, e receberam
livremente agua filtrada e racdo sélida da marca Nuvilab®.
Os experimentos foram precedidos por 10 dias de
ambientacdo ao laboratério durante o qual os animais foram
submetidos as condicdes de coleta do Indice Funcional do
Ciatico e do nado forcado (durante 10min cada atividade).

Os animais foram submetidos a axonotmese e divididos
aleatoriamente em 4 grupos como segue: O grupo 1 (G1,
n=9) foi constituido por animais sedentdrios que
permaneceram 21 dias sem nado forcado; O grupo 2 (G2,
n=9) realizou nado forgcado iniciando 24 horas apds a lesao
durante 21 dias consecutivos, 45 min/dia; O grupo 3 (G3,
n=9) iniciou nado forcado sete dias apods a lesdao durante 14
dias consecutivos, por 45 min/dia?3; O grupo 4 (G4, n=9)
iniciou nado forcado 24 horas apds a lesao e alternadamente
dentro de um periodo de 21 dias por 45 min/dia. O nado foi
realizado em um recipiente de plastico com dimensdes de
33cm x 54cm x e 35cm (L/C/A), dividido ao meio com uma

placa de aluminio de maneira que dois animais pudessem

Rev Neurocienc 2020;28:1-23.



nadar simultaneamente e de forma individualizada. A agua
era mantida a uma temperatura constante de 34°C.

Todos o0s procedimentos aqui descritos foram
previamente aprovados pela Comissao de Etica em Utilizacao
de Animais da Universidade Regional de Blumenau (CEUA-
FURB - protocolo 017/2018).

Procedimento
Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com uma dose fixa de
0,1 ml de cloridrato de xilazina (Rompun, Bayer®) e uma
dose de cloridrato de cetamina (Ketamin, Cristalia®), 0,3
ml/100g (75mg/Kg) via intraperitoneal (i.p.). ApoOs
averiguacao da profundidade da sedacao através do
pincamento das pregas interdigitais, realizou-se tricotomia
da regiao dorsolateral da coxa direita, divulsao da
musculatura lateral da coxa e pincamento do nervo isquidtico
em seu ponto médio antes da bifurcagdao em nervo tibial e
fibular comum com o auxilio de uma pinca hemostatica
durante 30 segundos. Neste periodo, a cremalheira da pinca

permaneceu travada no terceiro nivel.

Analise funcional

Para a analise funcional utilizamos a férmula do indice
funcional do ciatico (IFC), modificada?*. Este indice reflete o
grau de funcionalidade motora através da analise
matematica comparativa entre a pata normal e a pata

lesionada?*. A obtencdo dos valores referentes ao IFC
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ocorreu através da captura em video (formato 16:9,
resolucdo de 490.000 pixels - Sony® Handycam DCR-SR45),
a 60cm de distancia da passarela (45x9x30cm) onde os ratos
realizavam a marcha. Esta possuia um fundo cego escuro em
uma das extremidades para onde o animal é atraido. O piso
de acrilico transparente quadriculado com intervalos de
1x1cm, serviu de referéncia para as medicdes. Abaixo deste
piso havia um espelho posicionado em 45° que permitia a
vista ventral do animal enquanto deambulava.

As aquisicdes dos videos foram realizadas nos periodos
de 24 horas, 7° dia, 14° dia e 21° dia pds-lesao. Foram
extraidas imagens estaticas das patas posteriores durante a
fase de apoio das quais foram coletadas as medidas
necessarias para o calculo do IFC?® através do software
Imagel®. As medidas foram inseridas em uma planilha do
software Statistica® (ver. 8.0, Statsoft, Inc.) para a obtencdo
dos valores de IFC e posteriormente submetidas a ANOVA de
uma via, teste de Levene para homogeneidade de variancias

e o teste de Tukey caso houvesse significancia (p<0,05).

Analise biomolecular

Para a coleta do material, os animais foram
eutanasiados com sobredosagem anestésica com cloridrato
de cetamina (Ketamin, Cristalia®). O Epicentro da lesdo
nervosa foi removido e processado para anadlise da expressao
génica (rt-PCR) dos fatores neurotréficos BDNF, NGF, da
enzima iNOS e da citocina TNF-a. Foi separado das demais

partes do nervo e macerado com bisturi estéril, colocado em
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um microtubo tipo Eppendorf de 1,5ml onde foi adicionado
0,5ml de brazol (Brazol®, LGC Biotecnologia). Em seguida, o
tubo foi agitado por aproximadamente 2min e foi feita adicao
de 0,125ml de cloroférmio gelado com o intuito de separar a
porcao organica da aquosa. O material foi entdao misturado
por mais dois minutos, onde entdao seguiu para a
centrifugacao por 20min na velocidade de 12.000rpm e
temperatura de 4°C.

Terminada a primeira centrifugacao, a camada superior
aquosa contendo o RNAm foi retirada e transferida para um
tubo estéril e recebeu a adicdao de 0,250ml de isopropanol
(Isopropanol, Quimidrol). O material permaneceu incubado
por 10 minutos até a segunda centrifugacao em velocidade
de 12.000rpm, 4°C, durante 10min.

Apds, o isopropanol foi desprezado, realizou-se a adicao
de 0,500ml de etanol a 70%, seguida de nova centrifugacao
em velocidade de 7.500rpm durante 5min com temperatura
de 4°C. Ao final da terceira centrifugagcao, o etanol foi
descartado e os tubos em estufa para secagem (10min,
40°C) e foram adicionados 100ul de agua livre de RNAses
(Ultra-Pure Water, Gibco®) e os tubos foram armazenados
em temperatura de -80°C.

O sistema de deteccao (StepOne®, Applied Biosystems,
USA) utilizado para quantificacao da expressao de RNAm foi
o SYBR Green (Applied Biosystems). A reacao de PCR em
tempo real (rt-PCR) foi realizada da seguinte maneira: 1,0ul
de cDNA, 0,5ul de oligonucleotideo iniciador sense (10uM),
0,5ul de oligonucleotideo iniciador anti-sense (10uM), 7,5ul
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de Master Mix 2X (Applied Biosystems) e agua suficiente
para 15ul de reacao. As amostras foram entao incubadas a
95°C por 10min e passaram por 40 ciclos de incubacgoes a
95°C por 15 segundos, e a 56°C por 45 segundos. Os
oligonucleotideos utilizados (Sigma-Aldrich, USA) foram:

GAPDH

forward primer 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’;

reverse primer 5’-GCCCCACGGCCATCA-3");

BDNF

forward: 5-ATGCTCAGCAGTCAAGTGCCTTTGG-3’;

reverse:5’- GCCGAACCCTCATAGACATGTTTGC-3"),

NGF

forward: 5-ACCCAAGCTCACCTCAGTGTCTGG-3’;

reverse: 5-CATTACGCTATGCACCTCAGAGTGG-3")

iINOS

forward primer: 5’- AAAGACCAGGCTGTCGTTGA-3'

reverse primer: 5-ACGGGACCGGTATTCATTCT-3'

TNF-a

forward primer: 5"-AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3’;

reverse primer: 5’-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3").

A quantificacao de RNAm foi feita como um valor
relativo a uma referéncia interna, o RNAm de GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), cuja expressao
pode ser considerada inalterada nas condigdes
experimentais aqui descritas.

Os valores de expressao do RNAm dos genes alvo e do
GAPDH foram obtidos de um limiar arbitrario de

fluorescéncia, analisado na fase exponencial da curva de
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amplificacao, sendo o ciclo limiar (Ct) calculado. Foram
calculados os Cts de cada amostra, em cada reagao, para os
quatro genes. Foi calculado o Ct médio de cada amostra, e o
calculo de expressdo relativa foi feito através da subtracao
deste Ct médio do gene em estudo do Ct médio do gene
GAPDH, obtendo-se o ACt.

Como ndo é usual a utilizacdo da expressao relativa de
um determinado gene em valores de ACt, em seguida foi
realizada a normalizagcao do ACt de cada grupo em estudo
com o ACt do grupo 1 (controle). Devido as suas
caracteristicas logaritmicas de amplificacao, foi determinado
entao o parametro 222t para anadlise de expressao relativa
do RNAmM dos genes em estudo, que foi representado em
nosso experimento, como mudanca relativa em relagao a um
grupo controle (Relative Fold Change).

Foram selecionadas 5 amostras de cada grupo para
compor a média, a analise estatistica e a construcao dos
graficos se deu através do software GraPhapad Prism® 5.0,
utilizou-se a ANOVA de uma via seguido do teste de Barlett
e do teste de Newmann-Keuls para comparacao entre os

grupos. Os niveis de significancia assumidos foram <0,05.

RESULTADOS e DISCUSSAO

Quanto a analise realizada pelo IFC, em relagcdao ao
grupo controle (sedentario), é possivel constatar um discreto
aumento nos valores do IFC do 7° para o 14° dia, sem

diferenca, no entanto, do 14° ao 21° dia os valores
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aumentam drasticamente onde é possivel constatar
diferenca comparado aos dias anteriores (F(3,32)=10,02;
p<0,001).

O grupo 2 mostra resultados em todos os periodos, a
diferenca se deu no 14° dia contra o 1° e 7° dia e no 21°
dia também contra o 1° e 7° dia ndao houve diferenca entre
0 14° e 21° dia (F(3,32)=18,67; p<0,001).

O grupo 3 mostra um padrao semelhante ao grupo 2, a
diferenca se deu no 14° dia contra o 1° e 7° dia, ja no 21°
dia houve diferenca contra todos os demais periodos, 1°,7°
e 21° dias, (F(3,32)=39,56; p<0,001).

No grupo 4 também se observa evolugdo nos valores de
IFC, com diferenca ja no 7° dia comparado ao 1°, o 14°
apresenta diferenca também contra o 1° dia enquanto o 21°
dia apresenta diferenca contra todos o0s outros
(F(3,32)=20,16; p<0,001).

A Figura 1 mostra os graficos referentes aos dados do
IFC, com a evolucao de cada grupo ao longo do processo de
experimentacao.

Como meio de treinamento fisico o nado é eficaz pois
tanto na fase aguda quanto na crbnica foi capaz de acelerar
0 processo de regeneragao, embora ainda nao haja consenso
sobre a melhor hora de se iniciar o exercicio e o periodo
adequado de treinamento!®?23,

Considerando o contexto do exercicio é possivel
especular que os estimulos tateis, térmicos e proprioceptivos
da natacao favorecam o processo de regeneracdo através da

ativacao cruzada?® visto que, durante o processo exige-se a

Rev Neurocienc 2020;28:1-23.
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ativacao muscular dos membros bilateralmente?3. Na analise
individual do desempenho dos animais por grupo foi possivel
notar que independentemente do grupo constatou-se que a
recuperacao funcional chega para todos por volta do 21° dia
apo6s a, a excecao foi o grupo 2 que nao mostrou diferenca

do 21° para o 14° dia apods a lesao.

G1 G2
10 - T T T 10 . - - -
or 1 B 0r . #
10} x#% | 10}
=20 ¢ 1 20t * #
_ 30 1 _ -30¢
5 401 1 t 40 ¢
-50 + 1 -50 +
-60 | 1 -60
-70 1 =70 +
-80 + 1 -80 +
-90 . . . . -90 . : : .
24h 7 dias 14 dias 21 dias 24h 7 dias 14 dias 21 dias
G3 G4
C: = D
10 f ] 10 ¢ * #%
20t i 1 20
=30 + 1 -30 + *
L 40t 1 o 407 *
-50 1 -50 +
-60 | 1 -60
-70 | 1 =70 +
-80 1 -80 +
-90 . . : . -90 : : . .
24h 7 dias 14 dias 21 dias 24h 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 1. Valores do Indice Funcional do Cidtico (SFI) ao longo de 21 dias de
experimentagao (A) grupo controle, (B) grupo 2, (C) grupo 3, (D) grupo 4. (*) Diferencas
significantes em relacdo ao primeiro dia pds-axonotmese; (#) Diferencas significantes
em relacdo ao sétimo dia pos-axonotmese; (%) Diferengas significantes em relacdo ao
décimo quarto dia pds-axonotmese (p<0,001).

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

diferenca contra o 7° dia. Os dados apontam para uma

Rev Neurocienc 2020;28:1-23.

11



melhora mais rapida dos grupos exercitados em relagdo ao
controle, comecando por volta do 14° dia (excecao do grupo
4 que mostrou diferenca do 7° para o 1° dia apds a lesao),
ja que, ao observar o grafico do IFC do grupo controle nao
observa-se diferenca entre os periodos 1°,7° e 14° dia apods
a lesao.

Quanto a comparagao entre 0s grupos exercitados
contra o controle, observa-se que a diferenca ocorre no
periodo de 14 dias apds a lesdao nervosa nos grupos 2 e 3, e
no periodo de 21 dias apds a lesao no grupo 3. O grupo 4
nao apresentou diferenca do controle em nenhum dos
periodos de registro do IFC.

Pesquisas anteriores de nosso laboratério, utilizando
roda motorizada para promover o exercicio em ratos durante
os periodos de 7, 14 e 21 dias apds axonotmese, geraram
resultados de IFC divergentes dos nossos?®. Neste
experimento, a respeito da melhora funcional nao foi
observada diferenca do grupo controle para 0s grupos
exercitados, mostrando um padrao semelhante de evolucao
em todas as curvas do grafico. Como visto, em nossos
experimentos o G2 (exercitado diariamente) e o G3
(exercitado sete dias apds a lesdao) mostraram diferenca do
grupo controle (14 dias apos a lesdo G2 e G3 e 21 dias apds
a lesao G3). Entretanto, os autores sugerem uma aparente
vantagem para os grupos exercitados contra o controle, fato
este também observado neste nosso trabalho.

Independentemente do grupo estudado, com 21 dias

pos lesdo é possivel constatar que ja ocorre uma recuperacao
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da funcdao motora de forma homogénea, contudo, € de se
esperar com 21 dias uma recuperacao funcional de forma
espontanea. Tal recuperagcao é constatada quando se
observa que todos os grupos atingem valores de IFC
proximos de zero. O periodo que compreende do 21° ao 28°
dia é crucial para o pico de reinervacao, o que da base para
a melhora funcional observada nos valores do IFC de nosso
estudo?’.

Nossos resultados estao de acordo com outro trabalho
que utilizou o IFC para avaliar uma lesao nervosa tipo
axonotmese, apds submeterem ratos ao exercicio diario
através do nado, durante uma hora, na fase aguda (24 horas
pds-lesdo) e cronica (quatorze dias pds-lesdo)?3. Neste
estudo o IFC foi mensurado nos dias 7,14,21 e 28 apds a
lesao. Os autores observaram que houve melhora na
avaliagao funcional dos animais que foram submetidos ao
exercicio, independentemente do inicio tanto na fase aguda
quanto crénica. E importante destacar que o grupo que
realizou atividade na fase aguda logo apds a lesdo
apresentou vantagem contra o0s demais grupos, tal
vantagem foi observada nos valores do IFC, ainda que nao
apresentassem valores significativos.

Um estudo que submeteu os animais também ao nado
forcado, mostrou que o exercicio ndao retardou e nem
acelerou o processo de regeneracao, e que no 21° dia pos-
lesdo todos os grupos haviam chegado préximo ao
parametro do normalidade?®. Quando confrontados com os

nossos dados, estes resultados mostram uma semelhancga
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parcial, uma vez que, em nossos experimentos o G2 e G3
mostraram ser superiores aos demais grupos no periodo de
14 dias pos-lesao. Apds 21 dias a recuperacao funcional
apresentou valores préximos do normal para todos os grupos
nao havendo diferenca estatistica. Podemos supor que as
diferencas quando existentes entre os resultados de nosso
estudo comparado com os demais, devem-se a inUmeras
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.

E possivel constatar no periodo de 24 horas apés a lesdo
que nao houve diferenca entre os grupos, fato esperado
devido a lesao ser feita de forma uniforme em todos os
animais. No periodo de 7 dias apds a lesao observa-se uma
tendéncia positiva nos grupos exercitados (2, 3 e 4), porém
nao ha diferenca.

A Figura 2 apresenta a comparacao dos valores de IFC
entre os grupos em cada periodo de analise.

O grafico referente ao periodo de 14 dias apds a lesao
mostra o grupo 2 e 3 com diferenca em relagao ao grupo
controle, ndo ha diferenca entre eles, o grupo 4 mantém
valores de IFC mais positivos em relagdo ao controle, porém
sem diferenca (F(3,32)=10,09; p<0,01). No 21° dia apods a
lesdo € possivel constatar diferenca apenas no grupo 3
contra o controle (F(3,32)=12,39; p<0,01).

Nossos resultados a respeito dos elementos
quantificados através da técnica de RT-PCR, mostraram

valores muito discrepantes entre os grupos (Figura 3). E
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sabido que fatores neurotroficos tais como o BDNF e o NGF
sao essenciais para o processo de regeneragao nervosa apos

a lesao?8:29,
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Figura 2. Comparacdo dos Valores do Indice Funcional do Ciético (IFC) entre grupos
referentes aos periodos de (A) 24 horas pds-axonotmese, (B) 7 dias apds axonotmese,
(C) 14 dias pos-axonotmese e (D) 21 dias pds-axonotmese. (*) Diferencas significantes
em relacdo ao grupo controle (p<0,001).

Um estudo mensurou a expressao do RNAm tanto do
BDNF quanto do NGF em nervos isquiaticos de ratos apds
lesdo. Os autores mostram um aumento acentuado destes
fatores de forma progressiva até o 21° dia pds lesdao, mesmo
quando o animal nao é submetido a nenhum tipo de

atividade3©,
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Figura 3. Quantificacdo da expressdo génica de (A) BDNF e (B) NGF 21 pos-
axonotmese. (***) mudangas relativas ao grupo controle (G1).

Houve um aumento na expressao de BDNF e NGF em
ratos exercitados através da esteira, contra ratos nao
exercitados. Os autores também alertam para o fato de que
exercicios muito extenuantes podem ter efeitos deletérios
durante a reinervacgao, pela inibicao na producao dos fatores
neurotroéficos, desta forma é aconselhavel utilizar protocolos
de exercicios mais brandos a fim de se conseguir efeitos
positivos3?,

Diversas pesquisas mostram que ratos exercitados tem
um aumento na expressao dos fatores neurotréficos BDNF e
NT - 3, todos estes autores utilizaram a esteira como meio
de promover o exercicio fisico32%32,

Como o0 padrao de expressao do BDNF e NGF foi
semelhante em cada grupo podemos discuti-los em
conjunto.

Nossos resultados estao de acordo com os trabalhos

citados anteriormente, para todos os grupos exercitados
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houve um aumento na expressao dos fatores neurotréficos
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
expressao dentre os grupos exercitados. Parece-nos que a
atividade realizada logo apds a lesao influencia os niveis de
expressdao do BDNF e NGF, ao menos até o 21° dia, ja que,
0S grupos com maior expressao foram os que iniciaram o
exercicio vinte e quatro horas apds a lesdo (G2 e G4). Outro
fator é a frequéncia com que o exercicio é feito, visto que,
dentre os grupos que realizaram a atividade vinte e quatro
horas apds a lesdao, o G2 apresentou valores maiores que o
G4.

Como mostrado nos resultados do IFC, no registro
referente ao 21° dia apdés a lesdao, todos os grupos
apresentaram parametros funcionais levemente superiores
ao controle. Pode-se entao fazer uma correlacao 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
expressao de BDNF e NGF, mesmo no G4 que nao teve uma
recuperacao funcional diferente do grupo controle.

Além dos fatores neurotréficos optamos por quantificar
também a enzima iNOS e a citocina TNF-a (Figura 4), ambas

com funcao pro-inflamatéria’.
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Figura 4. Quantificacdo da expressdao génica de (A) iNOS e (B) TNF-a 21 pds-
axonotmese. (***) mudancas relativas ao grupo controle (G1).

Como visto em nossos resultados, o grupo controle
mostrou uma expressao do RNAm referente a iNOS
extremamente alta quando comparado aos grupos
exercitados. Nossos resultados sao semelhantes a outros
que quantificaram a iNOS em ratos apds a lesdo e mostraram
indices altissimos de expressao decaindo ao longo do tempo,
concluindo que esta expressao em excesso nao favorece o
processo de regeneracao nervosa, e que o papel da iNOS na
regeneracdo ainda precisa ser totalmente elucidado!!.

Os demais grupos exercitados, quando comparados ao
grupo controle mostraram uma expressao do RNAmMmM
referente a iINOS bem menores, sobretudo o G2, seguido do
G4 e G3.

Nossos resultados a respeito do TNF-a, também se
assemelham ao padrao encontrado com a iNOS, ou seja,
baixos nos grupos exercitados comecando pelo G2, seguido
do G4 e G3, e altos no grupo controle. Esses dados se

assemelham a de outro estudo33® que ao analisar o nervo

Rev Neurocienc 2020;28:1-23.

18



isquiatico em diferentes grupos de animais, encontraram
niveis de TNF-a diminuidos nos grupos que praticaram algum
tipo de exercicio, comparados com o controle nao exercitado.
Outras citocinas pré inflamatérias tais como a interleucina 1
beta (IL-1B) e a interleucina 6 (IL-6) também foram
mensuradas e mostraram reducao em grupos exercitados33.

Analisando os elementos quantificados nos trés grupos
exercitados pode-se constatar uma correlacao destes quatro
elementos em cada grupo, ou seja, o G2 foi o que apresentou
maiores niveis de expressao de BDNF e NGF, em
consequéncia foi também o que apresentou menores niveis
de iINOS e TNF-a. O G3 apresentou menores niveis de BDNF
e NGF e maiores niveis de iINOS 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 e NGF.
Como também, valores inferiores ao G3 e superiores ao G2
para a iNOS e TNF-a.

Além disso, o padrao de expressao do BDNF e NGF
difere quando se compara estes fatores no mesmo grupo,
isto €, o BDNF nos grupos 2, 3 e 4 apresentou expressao
menor quando comparado ao NGF nos mesmos grupos.
Acreditamos que esta diferenca se da pelo tipo desigual de
expressao uma vez que o BDNF tem aumento de sua
expressdao chegando ao pico no sétimo e/ou décimo quarto
dia apds a lesdo. J& o NGF apresenta um formato de
expressao bifasico, atingindo um pico de expressao muito

alto por volta da segunda semana pds-lesao e mantendo este
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pico por um longo tempo a medida que o BDNF tende a

diminuir3433,

CONCLUSAO

Diante do exposto, nossos dados apontam para um
efeito benéfico do exercicio no processo de regeneracgao
nervosa periférica. Ndo podemos afirmar categoricamente
que houve um aumento na velocidade de regeneracao
nervosa nos grupos que realizaram exercicio, mas é evidente
a ligeira melhora funcional mostrada por estes grupos bem
como o aumento na expressao de fatores neurotréficos BDNF
e NGF e a diminuicao do processo inflamatorio demonstrada
pela reducao na expressao da citocina TNF-a e da enzima
iNOS.
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