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Objetivo: Avaliar a expressão de RNAm de neurotrofinas e a contagem de axônios no nervo

mediano de ratos Wistar submetidos à mobilização neural (MN) após compressão nervosa.

Métodos: Foram divididos aleatoriamente 18 animais em G1 (apenas compressão nervosa),

G2  (MN por 1 minuto) e G3 (MN por 3 minutos). Para a MN, os animais foram anestesia-

dos e o membro escapular direito recebeu a mobilização, adaptada da forma indicada para

humanos, em dias alternados, do terceiro ao 13◦ dia de pós-operatório (PO), em seis dias de

terapia. No 14◦ dia PO, os animais foram anestesiados e eutanasiados. Fragmentos do nervo

mediano, distais ao procedimento de compressão, foram retirados para análise histomor-

fométrica e de expressão das neutrotrofinas, fator de crescimento do nervo (NGF) e fator de

crescimento derivado do cérebro (BNDF) por RT-PCR.

Resultados: A análise histomorfométrica evidenciou diferenças no número de axônios nos

lados  lesionados, que foi significativamente menor no nervo do membro lesado compa-

rado com o membro controle; por sua vez, a análise por RT-PCR não apontou diferenças

significativas na expressão de NGF e nem de BNDF.

Conclusão: O tratamento de MN não afetou a regeneração do nervo mediano, que manteve

índices normais de recuperação.
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Neurotrophin  expression  and  histomorphometric  evaluation  in  Wistar
rats  subjected  to  neural  mobilization  after  compression  of  the  median
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Objective: To evaluate the neurotrophin mRNA expression and axon count in the median

nerve of Wistar rats submitted to neural mobilization (NM) after nerve compression.

Methods: Eighteen animals were randomly divided into G1 (nerve compression only), G2 (NM

for  1 minute), and G3 (NM for 3 minutes). For NM, the animals were anesthetized and the

right scapula received the mobilization, adapted as indicated for humans, on alternate days,

from  the third to the 13th postoperative (PO) day, totaling six days of therapy. On the 14th PO

day, animals were anesthetized and euthanized. Fragments of the median nerve, distal to

the  compression procedure, were removed for histomorphometric analysis and expression

of  neurotrophins, nerve growth factor (NGF), and brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

by  RT-PCR.

Results: Histomorphometric analysis revealed differences in the number of axons in the

injured side, which was significantly lower in the injured limb nerve compared to the control

limb, whereas the RT-PCR analysis showed no significant differences in the expression of

NGF or BDNF.

Conclusion: NM treatment did not affect median nerve regeneration, which maintained

normal recovery rates.

© 2017 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://
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de 12 h, 23 ± 1 C, com água e ração ad libitum. Os animais
foram separados, aleatoriamente, em três grupos: G1 (n = 6)
ntrodução

 síndrome do túnel do carpo (STC) é a compressão ner-
osa periférica mais comum, de alta incidência, é mais
revalente em mulheres e idosos. Apresenta-se como uma
ompressão do nervo mediano quando esse passa sob o
igamento carpal transverso1 que inicialmente causa um blo-
ueio do fluxo venoso seguido por reação inflamatória, fibrose,
esmielinização e perda axonal. Além disso, há aumento na
xpressão de prostaglandina E2, fator de crescimento do endo-
élio vascular e interleucina 6. Sinais e sintomas clínicos da
TC são caracterizados por dormência e parestesias nos pri-
eiros três dedos e lado radial do quarto dedo, despertar

oturno devido à dor, além de fraqueza e atrofia muscular.2

A cirurgia eletiva de descompressão do túnel do carpo é
eita em casos graves e refratários, o tratamento conservador

 usado em casos leves e moderados1 e apresenta como vanta-
ens o menor número de complicações e o custo reduzido. Os
ratamentos não cirúrgicos incluem tala, anti-inflamatórios
ão hormonais, injeção local de corticosteroide, além de
ecursos fisioterapêuticos como o ultrassom, laser de baixa
otência e exercícios.2

O Guideline Europeu para o tratamento da STC aponta
ue a abordagem deve ser multidisciplinar e que exercí-
ios terapêuticos como a mobilização neural (MN) podem
er considerados como opção de tratamento.3 A técnica
roduz comprovadamente alterações na excursão do nervo
eriférico4 que podem prevenir ou reduzir edema intraneural

, dessa forma, reabilitar a função normal do nervo.5 Apesar de
á ser muito usada entre os fisioterapeutas, a literatura ainda
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

não permite afirmar que ela tenha repercussão positiva no
tratamento da STC.6

Em compressões nervosas graves ocorre a degeneração
walleriana, que produz alterações morfológicas7 e subse-
quente produção de neurotrofinas.8 Os fatores neurotróficos
(como o Fator de Crescimento do Nervo – NGF e o Fator de Cres-
cimento Derivado do Cérebro – BNDF) regulam a sobrevivência,
o desenvolvimento, a diferenciação e a regeneração neuro-
nal. São liberados pelas células de Schwann, após lesões do
tipo axonotmese, e a completa regeneração neuronal depende
de sua expressão e de condições tróficas favoráveis à síntese
proteica.9

Vistas algumas controvérsias a respeito da eficácia da MN
diretamente sobre o nervo mediano, o presente estudo avaliou
seus efeitos sobre o número de axônios e expressão de neuro-
trofinas (NGF e BNDF), em dois diferentes tempos de aplicação
da técnica em ratos submetidos a um modelo de compressão
nervosa.

Material  e  métodos

A presente pesquisa é de caráter experimental. O projeto foi
conduzido segundo as normas internacionais de ética em
experimentação animal e aprovado pelo Comitê de Ética em
Uso Animal (parecer n◦ 1012/12). Foram usados 18 ratos Wis-
tar, machos, com 14 ± 2 semanas, mantidos em fotoperíodo

◦

– submetido à compressão nervosa sem tratamento (foi ape-
nas anestesiado); G2 (n = 6) – submetido à compressão nervosa
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Tabela 1 – Resultados da análise histomorfométrica do
nervo mediano direito (D) e esquerdo (E), com relação à
contagem do número de axônios

Direito (lesão)a Esquerdo (controle)a

Normais
G1 47,21 ± 44,95 66,50 ± 50,92
G2 73,58 ± 57,05 129,8 ± 34,36
G3 40,96 ± 56,92 104,9 ± 15,11

Degenerados
G1 8,00 ± 12,43 3,62 ± 8,88
G2 5,17 ± 11,36 0  ± 0
G3 31,96 ± 35,85 0 ± 0
278  r e v b r a s o r t o 

e tratado com mobilização neural por 1 minuto; G3 (n = 6) –
submetido à compressão nervosa e tratado com mobilização
neural por 3 minutos.

Compressão  do  nervo  mediano

Para fazer a compressão do nervo mediano foi usado o modelo
apresentado por Chen et al.10 e se fez amarria com fio Cat-
gut 4.0 cromado em 4 pontos, com distância aproximada de
1 mm,  no n. mediano, na região proximal ao cotovelo direito.
Para fazer o procedimento cirúrgico de compressão nervosa,
os animais foram previamente anestesiados com solução de
quetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg).

Mobilização  do  nervo  mediano
Para a feitura da MN (G2 e G3) os animais foram anestesia-
dos e o tratamento procedido no membro  escapular direito foi
adaptado da forma indicada para tratamento em humanos. O
animal foi posicionado em decúbito dorsal, com flexão late-
ral cervical à esquerda, depressão da cintura escapular e leve
abdução, rotação externa e supinação, com a máxima exten-
são possível em cotovelo e punho até a sensação de resistência
ao movimento. Nessa posição foram feitas oscilações repeti-
das de flexoextensão do punho por 1 minuto (G2) ou 3 minutos
(G3). Foram feitas seis terapias, em dias alternados, entre o 3◦

ao 13◦ dias pós-operatório (PO).11 Nos mesmos dias de tra-
tamento de G2 e G3, os animais de G1 foram anestesiados e
recolocados em suas caixas sem ser submetidos ao protocolo.

Avaliação  histomorfométrica
No fim do período de tratamento, no 14◦ PO, com o animal
anestesiado, foram dissecados e retirados dois fragmentos do
nervo mediano, na região distal ao procedimento de compres-
são. Também foi retirado um fragmento do nervo do membro
contralateral, para comparações com o lado lesionado, pos-
teriormente os animais foram eutanasiados por decapitação.
Os fragmentos foram fixados em formol 10% e processados
para inclusão em parafina histológica. O material foi secci-
onado transversalmente, com espessura de 5 �m,  e colorado
com hematoxilina e eosina.

Com a objetiva de 100x, foram capturadas imagens de
quatro campos visuais, nos quadrantes superiores esquerdo
e direito e inferiores direito e esquerdo, de acordo com as
recomendações de Geuna et al.12 As imagens foram analisadas
com o programa Image-Pro-Plus 6.0, no qual se fez a conta-
gem do número de axônios em cada quadrante, numa área
de 23.184 �m2. Foram então subdivididos aqueles que se apre-
sentavam com características de normalidade (com presença
de bainha de mielina e axônio) daqueles que apresentaram
características de degeneração.

Expressão  das  neurotrofinas  NGF  e  BNDF
Os fragmentos nervosos distais, armazenados em –80 ◦C,
foram homogeneizados para isolar o RNA total com o rea-
gente Trizol (Invitrogen), de acordo com as recomendações do
fabricante. O RNA total extraído foi dissolvido em água tratada

com DEPC (Dietilpirocarbonato), quantificado em 260/280 nm
em espectrofotômetro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Sci-
entific, USA) e submetido ao procedimento de transcrição
reversa pela técnica de RT-PCR, segundo o esquema abaixo
a Diferenças  significativas observadas entre os lados.

demonstrado. A síntese de cDNA foi feita com a enzima
Superscript II (Invitrogen) de acordo com o protocolo do
fabricante. Após a síntese do cDNA foi feita a amplificação
por PCR, as reações foram feitas com 2 �L de cDNA com
os primers G3PDH (controle - T◦C 53 ◦C), NGF (T◦C 60 ◦C) e
BNDF (T◦C 53 ◦C). As temperaturas de anelamento entre
parênteses foram específicas para os primers. Foram feitos
35 ciclos de PCR (94 ◦C, Temp. anelamento, 72 ◦C). G3PDH foi
considerado como gene controle. Os seguintes pares de pri-
mers foram usados: BNDF: 5′AATCCCATGGGTTACACGAA3′ e
5′AAGTTGTGCGCAAATGACTG3′; NGF: 5′ATCCACCCACCCAGT-
CTTCCACAT3′ e 5′GGCAGCCTGTTTGTCGTCTGTTGT3′;
GAPDH: 5′CCTCTGGAAAGCTGTGGCGT3′ e 5′TTGGAGGCCA-
TGTAGGCCAT3

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em
gel de agarose 1% e visualizados em transiluminador ultravi-
oleta (UVP-USA).

Análise  dos  dados

Os resultados foram expressos e analisados por meio da esta-
tística descritiva e inferencial, com o uso do programa Bioestat
5.0. Foi usado Anova fatorial, foram considerados como blocos
os lados direito e esquerdo, o nível de significância adotado foi
de 5%.

Resultados

Com relação à contagem de axônios, observou-se que não
houve diferença entre os tratamentos (F = 2,97, p = 0,06), mas
sim entre os nervos lesionados e os contralaterais (F = 9,31,
p = 0,004), sem interação (F = 0,81, p = 0,54). Para aqueles que
se apresentavam em degeneração, o resultado foi seme-
lhante, sem diferenças entre os grupos (F = 2,13, p = 0,13), com
diferenças entre os lados (F = 6,25, p = 0,01), mas  sem interação
(F = 2,68, p = 0,08) (tabela 1).

Com relação à expressão gênica de NGF e BNDF, não
houve diferença entre os grupos avaliados (fig. 1). Pôde-
-se observar a amplificação do gene G3PDH (controle), que
demonstrou a expressão constitutiva deste gene, contudo

os genes NGF e BNDF não foram expressos em quantida-
des detectáveis no experimento. Houve uma  amplificação
fraca do gene BNDF no grupo 1B (banda amplificada de
385 pb).
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Figura 1 – Análise dos produtos amplificados por RT-PCR
em eletroforese de gel de agarose 1%. M = DNA ladder 100
pb; 1 C e 6 C cDNA amplificado para o gene controle G3PDH
(banda amplificada de 430 pb). 1 B e 6 B: cDNA amplificado
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om os primers BNDF e 1 N e 6 N: cDNA amplificado com os
rimers NGF.

iscussão

pesar de a MN ser usada para ganho de flexibilidade,13,14

orça muscular,15 redução de dor16–19 e acelerar o reparo
ecidual,11 existem controvérsias com relação à eficácia da
écnica, nos estudos experimentais feitos em indivíduos com
ompressões nervosas, que podem ocorrer devido à diver-
idade de protocolos usados, com diferentes intensidades

 posicionamentos.4 Como no presente estudo, que buscou
daptar no modelo animal o posicionamento de estiramento
o nervo mediano feito na prática clínica com humanos.20

São consideradas hipóteses, para benefícios da técnica, a
acilitação do deslizamento nervoso, a redução de aderências,

 dispersão de fluidos nocivos, o aumento da vascularização
eural e a melhoria do fluxo axoplasmático. Contudo, esses
ecanismos ainda requerem validação.21 Segundo Ginannes-

hi et al.,22 a tensão produzida é capaz de reduzir falhas na
ondução nervosa, deve-se ter cautela ao usar tais técnicas
m pacientes com STC.

Foi observado que a mobilização neural, independen-
emente de se feita com os tempos de 1 e 3 minutos,
ão apresentou diferenças com relação ao grupo controle,
anteve-se com valores menores de células com carac-

erísticas normais e em maior quantidade de células em
egeneração. Isso foi condizente com estudo prévio, no qual
ambém não foram observadas melhorias com o uso da MN,
esse modelo experimental de lesão, em variáveis como diâ-
etro de fibras nervosas e de axônios, espessura de bainha

e mielina, nem na razão mielina/axônio e quociente G, bem
omo não houve redução do quadro nociceptivo.11 Mesmo
endo como base a ausência de melhoria em tais parâme-
ros, acreditava-se que o estímulo mecânico, aplicado na
écnica de MN, poderia ter incitado o brotamento nervoso23

, assim, aumentado o número de fibras nervosas, bem como
 produção de neurotrofinas locais, com vistas ao reparo do
ecido nervoso.24

Santos et al.25 também usaram a compressão nervosa por

marria, porém em nervo isquiático de ratos, e fizeram a
obilização neural 14 dias após o protocolo de lesão, em

ias alternados durante 10 terapias, e observaram melhoria
;5 3(3):276–280 279

funcional dos animais tratados, recuperação da força  muscu-
lar do tibial anterior e aumento da quantidade de receptores
opioide-kappa na substância cinzenta periaqueductal. Em
outro trabalho, os autores26 observaram que os animais trata-
dos apresentaram menor nocicepção (tanto alodínea quanto
hiperalgesia) e redução dos níveis de NGF no gânglio da raiz
dorsal ipsilateral à lesão, essa foi uma  possível razão para a
redução do quadro álgico.

Contudo, outro estudo do mesmo  grupo27 apontou que
a mobilização neural produziu algumas características de
recuperação, como maior número de axônios com bainhas de
mielina de espessura normal e menor aderência entre axô-
nios, mas  localmente houve aumento na concentração de NGF
avaliada por Wester blotting. No presente estudo, também se
buscou analisar a expressão de neurotrofinas no local da com-
pressão, porém, diferentemente dos autores supracitados, não
houve diferenças na expressão das mesmas com o uso da téc-
nica de RT-PCR. Salienta-se que a mobilização neural foi usada
de forma precoce, ou seja, nas primeiras duas semanas após a
compressão por amarria, foi possível retardar o início do tra-
tamento e poderia mostrar-se benéfico, essa é outra limitação
do estudo e indicada como tema de futuros estudos.

Conclusão

Com os protocolos usados, a MN não favoreceu a regeneração
nervosa no modelo de compressão do nervo mediano de ratos
Wistar, que manteve índices normais de recuperação.
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