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Objetivo: Avaliar a expressdo de RNAm de neurotrofinas e a contagem de axdnios no nervo
mediano de ratos Wistar submetidos a mobiliza¢do neural (MN) ap6s compressao nervosa.
Meétodos: Foram divididos aleatoriamente 18 animais em G1 (apenas compressao 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 mobiliza¢ado, adaptada da forma indicada para
humanos, em dias alternados, do terceiro ao 13° dia de pés-operatério (PO), em seis dias de
terapia. No 14° dia PO, os animais foram anestesiados e eutanasiados. Fragmentos do nervo
mediano, distais ao procedimento de compressao, foram retirados para analise histomor-
fométrica e de expressao das neutrotrofinas, fator de crescimento do nervo (NGF) e fator de
crescimento derivado do cérebro (BNDF) por RT-PCR.
Resultados: A andlise histomorfométrica evidenciou diferengas no nimero de axdnios nos
lados lesionados, que foi significativamente menor no nervo do membro lesado compa-
rado com o membro controle; por sua vez, a andlise por RT-PCR ndo apontou diferencas
significativas na expressao de NGF e nem de BNDF.
Conclusdo: O tratamento de MN nao afetou a regeneracao do nervo mediano, que manteve
indices normais de recuperacao.
© 2017 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Publicado por Elsevier Editora
Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Neurotrophin expression and histomorphometric evaluation in Wistar
rats subjected to neural mobilization after compression of the median
nerve

ABSTRACT

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 1minute), and G3 (NM for 3minutes). 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 13™ postoperative (PO) day, totaling six days of therapy. On the 14™ 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://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A sindrome do tuinel do carpo (STC) é a compressdo ner-
vosa periférica mais comum, de alta incidéncia, é mais
prevalente em mulheres e idosos. Apresenta-se como uma
compressdo do nervo mediano quando esse passa sob o
ligamento carpal transverso® que inicialmente causa um blo-
queio do fluxo venoso seguido por reagdo inflamatoéria, fibrose,
desmielinizacdo e perda axonal. Além disso, ha aumento na
expressao de prostaglandina E2, fator de crescimento do endo-
télio vascular e interleucina 6. Sinais e sintomas clinicos da
STC sdo caracterizados por dorméncia e parestesias nos pri-
meiros trés dedos e lado radial do quarto dedo, despertar
noturno devido a dor, além de fraqueza e atrofia muscular.?

A cirurgia eletiva de descompressdo do tunel do carpo é
feita em casos graves e refratdrios, o tratamento conservador
é usado em casos leves e moderados’ e apresenta como vanta-
gens o menor numero de complicacdes e o custo reduzido. Os
tratamentos ndo cirdrgicos incluem tala, anti-inflamatérios
nao hormonais, injecdo local de corticosteroide, além de
recursos fisioterapéuticos como o ultrassom, laser de baixa
poténcia e exercicios.?

O Guideline Europeu para o tratamento da STC aponta
que a abordagem deve ser multidisciplinar e que exerci-
cios terapéuticos como a mobilizacdo neural (MN) podem
ser considerados como opgdo de tratamento.’> A técnica
produz comprovadamente alteracdes na excursao do nervo
periférico* que podem prevenir ou reduzir edema intraneural
e, dessa forma, reabilitar a fun¢do normal do nervo.” Apesar de
jé& ser muito usada entre os fisioterapeutas, a literatura ainda

ndo permite afirmar que ela tenha repercussdo positiva no
tratamento da STC.°

Em compressdes nervosas graves ocorre a degeneracgao
walleriana, que produz alteracbes morfolégicas’ e subse-
quente producdo de neurotrofinas.® Os fatores neurotréficos
(como o Fator de Crescimento do Nervo - NGF e o Fator de Cres-
cimento Derivado do Cérebro - BNDF) regulam a sobrevivéncia,
o desenvolvimento, a diferenciacdo e a regeneracdo neuro-
nal. Sdo liberados pelas células de Schwann, apés lesdes do
tipo axonotmese, e a completa regeneracdo neuronal depende
de sua expressdo e de condicdes tréficas favoraveis a sintese
proteica.’

Vistas algumas controvérsias a respeito da eficicia da MN
diretamente sobre o nervo mediano, o presente estudo avaliou
seus efeitos sobre o niimero de axdnios e expressdo de neuro-
trofinas (NGF e BNDF), em dois diferentes tempos de aplicacdo
da técnica em ratos submetidos a um modelo de compressio
nervosa.

Material e métodos

A presente pesquisa é de carater experimental. O projeto foi
conduzido segundo as normas internacionais de ética em
experimentacdo animal e aprovado pelo Comité de Etica em
Uso Animal (parecer n° 1012/12). Foram usados 18 ratos Wis-
tar, machos, com 1442 semanas, mantidos em fotoperiodo
de 12h, 23+1°C, com &agua e racdo ad libitum. Os animais
foram separados, aleatoriamente, em trés grupos: G1 (n=6)
- submetido a compressdo nervosa sem tratamento (foi ape-
nas anestesiado); G2 (n =6) - submetido a compressdo nervosa
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e tratado com mobilizacdo neural por 1 minuto; G3 (n=6) -
submetido a compressao nervosa e tratado com mobilizacdo
neural por 3 minutos.

Compressdo do nervo mediano

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

Mobilizagdo 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 decubito dorsal, com flexdo late-
ral cervical a esquerda, depressao da cintura escapular e leve
abducao, rotacdo externa e supinacao, com a méxima exten-
sdo possivel em cotovelo e punho até a sensacdo de resisténcia
ao movimento. Nessa posicao foram feitas oscilagoes repeti-
das de flexoextensao do punho por 1 minuto (G2) ou 3 minutos
(G3). Foram feitas seis terapias, em dias alternados, entre o 3°
ao 13° dias pés-operatério (PO).'! 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.

Avaliagdo histomorfométrica

No fim do periodo de tratamento, no 14° PO, com o animal
anestesiado, foram dissecados e retirados dois fragmentos do
nervo mediano, na regido distal ao procedimento de compres-
sdo. Também foi retirado um fragmento do nervo do membro
contralateral, para comparacdes com o lado lesionado, pos-
teriormente os animais foram eutanasiados por decapitacao.
Os fragmentos foram fixados em formol 10% e processados
para inclusdo em parafina histolégica. O material foi secci-
onado transversalmente, com espessura de 5pm, 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
recomendacdes de Geuna et al.'” As imagens foram analisadas
com o programa Image-Pro-Plus 6.0, no qual se fez a conta-
gem do numero de ax6nios em cada quadrante, numa area
de 23.184 pm?. Foram entdo subdivididos aqueles que se apre-
sentavam com caracteristicas de normalidade (com presenga
de bainha de mielina e ax6énio) daqueles que apresentaram
caracteristicas de degeneracao.

Expressdo 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 recomendagoes do
fabricante. O RNA total extraido foi dissolvido em agua tratada
com DEPC (Dietilpirocarbonato), quantificado em 260/280 nm
em espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-VIS, Thermo Sci-
entific, USA) e submetido ao procedimento de transcricdo
reversa pela técnica de RT-PCR, segundo o esquema abaixo

Tabela 1 - Resultados da analise histomorfométrica do

nervo mediano direito (D) e esquerdo (E), com relagéo a
contagem do nimero de ax6nios

Direito (lesao)? Esquerdo (controle)?

Normais
Gl 47,21 + 44,95 66,50 + 50,92
€2 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

@ Diferencas significativas observadas entre os lados.

demonstrado. A sintese de cDNA foi feita com a enzima
Superscript II (Invitrogen) de acordo com o protocolo do
fabricante. Apds a sintese do cDNA foi feita a amplificacdo
por PCR, as reacdes foram feitas com 2uL 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
parénteses foram especificas 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: 5AATCCCATGGGTTACACGAAS3' e
5’AAGTTGTGCGCAAATGACTG3'; NGF: 5 ATCCACCCACCCAGT-
CTTCCACAT3 e 5'GGCAGCCTGTTTGTCGTCTGTTGT3;
GAPDH: 5CCTCTGGAAAGCTGTGGCGT3' e 5TTGGAGGCCA-
TGTAGGCCAT3

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

Andlise dos dados

Os resultados foram expressos e analisados por meio da esta-
tistica 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 nivel de significancia adotado foi
de 5%.

Resultados

Com relacdo a contagem de axbnios, observou-se que nao
houve diferenca 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 interacdo (F=0,81, p=0,54). Para aqueles que
se apresentavam em degeneracdo, o resultado foi seme-
lhante, sem diferencas entre os grupos (F=2,13, p=0,13), com
diferencas entre os lados (F =6,25, p=0,01), mas sem interacdo
(F=2,68, p=0,08) (tabela 1).

Com relacdo a expressdo génica de NGF e BNDF, ndo
houve diferenca entre os grupos avaliados (fig. 1). Pode-
-se observar a amplificagdo do gene G3PDH (controle), que
demonstrou a expressao constitutiva deste gene, contudo
os genes NGF e BNDF ndo foram expressos em quantida-
des detectdveis no experimento. Houve uma amplificacdo
fraca do gene BNDF no grupo 1B (banda amplificada de
385 pb).
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Figura 1 - Anilise dos produtos amplificados por RT-PCR
em eletroforese de gel de agarose 1%. M=DNA ladder 100
pb; 1C e 6 C cDNA amplificado para o gene controle G3PDH
(banda amplificada de 430 pb). 1B e 6 B: cDNA amplificado
com os primers BNDF e 1N e 6 N: cDNA amplificado com os
primers NGF.

Discussao

Apesar de a MN ser usada para ganho de flexibilidade,'>'*
forca muscular,” reducdo de dor'®'® e acelerar o reparo
tecidual,!’ existem controvérsias com relacdo a eficicia da
técnica, nos estudos experimentais feitos em individuos com
compressoes nervosas, que podem ocorrer devido a diver-
sidade de protocolos usados, com diferentes intensidades
e posicionamentos.* Como no presente estudo, que buscou
adaptar no modelo animal o posicionamento de estiramento
do nervo mediano feito na pratica clinica com humanos.?®

Sdo consideradas hipéteses, para beneficios da técnica, a
facilitacdo do deslizamento nervoso, a reducéo de aderéncias,
a dispersao de fluidos nocivos, o aumento da vascularizacdo
neural e a melhoria do fluxo axoplasmatico. Contudo, esses
mecanismos ainda requerem validacdo.?! Segundo Ginannes-
chi et al.,’” a tensdo produzida é capaz de reduzir falhas na
conducgdo nervosa, deve-se ter cautela ao usar tais técnicas
em pacientes com STC.

Foi observado que a mobilizacdo neural, independen-
temente de se feita com os tempos de 1 e 3 minutos,
nao apresentou diferencas com relagdo ao grupo controle,
manteve-se com valores menores de células com carac-
teristicas normais e em maior quantidade de células em
degeneracdo. Isso foi condizente com estudo prévio, no qual
também nao foram observadas melhorias com o uso da MN,
nesse modelo experimental de lesdo, em varidveis como dia-
metro de fibras nervosas e de axdnios, espessura de bainha
de mielina, nem na razdo mielina/axdnio e quociente G, bem
como nédo houve reducéo do quadro nociceptivo.'’ Mesmo
tendo como base a auséncia de melhoria em tais pardme-
tros, acreditava-se que o estimulo mecénico, aplicado na
técnica de MN, poderia ter incitado o brotamento nervoso??
e, assim, aumentado o nimero de fibras nervosas, bem como
a producao de neurotrofinas locais, com vistas ao reparo do
tecido nervoso.?*

Santos et al.?> também usaram a compressdo nervosa por
amarria, porém em nervo isquidtico de ratos, e fizeram a
mobilizacdo neural 14 dias apds o protocolo de lesdo, em
dias alternados durante 10 terapias, e observaram melhoria

funcional dos animais tratados, recuperacao da for¢ca muscu-
lar do tibial anterior e aumento da quantidade de receptores
opioide-kappa na substincia cinzenta periaqueductal. Em
outro trabalho, os autores?® observaram que os animais trata-
dos apresentaram menor nocicepc¢éo (tanto alodinea quanto
hiperalgesia) e reducd@o dos niveis de NGF no génglio da raiz
dorsal ipsilateral a lesdo, essa foi uma possivel razdo para a
reducéo do quadro algico.

Contudo, outro estudo do mesmo grupo?’ apontou que
a mobilizacdo neural produziu algumas caracteristicas de
recuperacdo, como maior numero de axonios com bainhas de
mielina de espessura normal e menor aderéncia entre axo-
nios, mas localmente houve aumento na concentracao de NGF
avaliada por Wester blotting. No presente estudo, também se
buscou analisar a expressao de neurotrofinas no local da com-
pressao, porém, diferentemente dos autores supracitados, no
houve diferencas na expressido das mesmas com o uso da téc-
nica de RT-PCR. Salienta-se que a mobiliza¢do neural foi usada
de forma precoce, ou seja, nas primeiras duas semanas apds a
compressdo por amarria, foi possivel retardar o inicio do tra-
tamento e poderia mostrar-se benéfico, essa é outra limitacdo
do estudo e indicada como tema de futuros estudos.

Conclusao

Com os protocolos usados, a MN ndo favoreceu a regeneracao
nervosa no modelo de compressao do nervo mediano de ratos
Wistar, que manteve indices normais de recuperacao.
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