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RESUMO

Durante a pratica de exercicio fisico, adaptagdes podem ocorrer devido a sua execugdo, nao s
no tecido muscular, mas também em outras estruturas envolvidas, como por exemplo os
nervos periféricos. Entretanto, as adaptacdes decorrentes nos nervos ndo sao bem elucidadas,
principalmente em exercicios utilizando o proprio peso corporal. O nervo isquidtico tem
grande importancia em estudos envolvendo atividade fisica devido a sua fun¢ao e localizagao,
entretanto, as adaptagdes morfoquantitativas e analises moleculares frente ao protocolo de
alongamento e escada vertical podem elucidar possiveis beneficios da pratica combinada. O
objetivo do presente estudo consistiu em analisar e descrever as adaptagdes
morfoquantitativas e expressdo proteica da proteina zero de mielina (P0), proteina bésica de
mielina (MBP) e neurofilamento (NF) no nervo isquidtico mediante o protocolo de
alongamento estatico e treinamento calisténico em escada vertical. Foram utilizados 24 ratos
Wistar adultos, divididos em 4 grupos distintos: Sedentario (S); Alongamento Estatico (AE);
Treinamento de escalada (TE); Alongado Pré-Treinamento de escalada (ATE). Foram
utilizados 3 animais de cada grupo para as varidveis morfoldgicas, onde estas foram
mensuradas em 130 fibras nervosas através do software Imagel]® obtidas através de
microscopias de transmissdo, enquanto que para a expressao dos componentes do nervo,
foram usados 3 animais de cada grupo para a andlise da expressdo através da técnica de
Western Blot. Foram realizados testes estatisticos através de Kruskal-Wallis seguido de
pOs-teste de Dunn para as variaveis area da bainha de mielina, didmetro do axoénio, didmetro
da fibra nervosa, espessura da bainha de mielina e coeficiente G; ANOVA One-Way seguida
de pos-teste de Bonferroni para a varidvel neurofilamentos por area; e ANOVA One-Way
seguida do pos-teste de Tukey para a expressdao de PO, MBP e NF. Os resultados foram
obtidos através da obtencdo de micrografias de transmissao e técnicas de eletroforese (ensaios
de Western Blot), onde foi possivel analisar medidas morfométricas, morfologicas, ¢ a
expressdo das proteinas e NF. O grupo AE apresentou reduzida espessura da bainha de
mielina e na expressdo de PO quando comparado com o grupo S. O grupo TE apresentou
maiores valores quando comparado com os grupos S e AE em relacdo a variavel coeficiente
G, reduzida espessura da bainha de mielina e expressdao de MBP quando comparado com o
grupo S, valores maiores de neurofilamentos por area quando comparado com o grupo S e na
expressao de PO quando comparado com o grupo AE. O grupo ATE apresentou didmetro da
fibra nervosa, didmetro do axonio, area da bainha de mielina e coeficiente G reduzidos
quando comparado com o grupo AE e TE, valores menores da espessura da bainha de mielina
quando comparado com o grupo AE, aumento de neurofilamentos por area e na expressao de
PO quando comparado com o grupo AE e reducdo na expressao de PO quando comparado com
o grupo TE. Concluiu-se que todos os protocolos se mostraram eficazes em alterar a
morfologia nervosa de acordo com suas especificidades, onde a associagao de protocolos se
mostrou benéfica na promogao de novas fibras nervosas decorrente da interagcao de exercicios.

Palavras-chave: Nervo isquiatico; alongamento estatico; escalada vertical, proteina zero de
mielina, proteina basica de mielina, neurofilamentos.



ABSTRACT

During the practice of physical exercise, adaptations can occur due to execution, not only in
the muscle tissue, but also in other structures involved, such as the peripheral nerves.
However, the resulting adaptations in the nerves aren’t quite understood, especially in
exercises using your own body weight. The sciatic nerve is of great importance in studies
involving physical activity due to its function and location, however, the morpho-quantitative
adaptations and molecular analyzes in the face of the stretching protocol and vertical ladder
can elucidate possible benefits of combined practice. The aim of the present study was to
analyze and describe the morpho-quantitative adaptations and protein expression of myelin
zero protein (P0), myelin basic protein (MBP) and neurofilament (NF) in the sciatic nerve
using the static stretching and calisthenic training protocol in vertical ladder. 24 adult Wistar
rats were used, divided into 4 distinct groups: Non-trained (NT); Static Stretching (S);
Climbing training (CT); Stretched Pre-Climb Training (SCT). 3 animals from each group
were used for the morphological variables, where they were measured on 130 nerve fibers
obtained through transmission microscopy using the Image]J® software, while for the
expression of nerve components, 3 animals from each group were used for expression
analysis using the Western Blot technique. Statistical tests were performed using
Kruskal-Wallis followed by Dunn's post-test for the variables myelin sheath area, axon
diameter, nerve fiber diameter, myelin sheath thickness and G-ratio; One-Way ANOVA
followed by Bonferroni's post-test for the variable neurofilaments by area; and One-Way
ANOVA followed by Tukey's post-test for the expression of PO, MBP and NF. The results
were obtained by transmission micrographs and electrophoresis techniques (Western Blot
assays), where it was possible to analyze morphometric, morphological measurements, and
the expression of proteins and NF. The group S showed reduced thickness of the myelin
sheath and in the expression of PO when compared with group NT. The group CT presented
higher values when compared with groups NT and S in relation to the variable G-ratio,
reduced thickness of the myelin sheath and expression of MBP when compared with group
NT, higher values of neurofilaments per area when compared with group NT and in the
expression of PO when compared with group S. The SCT group showed a reduced nerve fiber
diameter, axon diameter, myelin sheath area and G-ratio when compared to the S and CT
group, smaller values of the myelin sheath thickness when compared to the S group, with
increased neurofilament by area and PO expression when compared with the S group and
reduction in PO expression when compared with the CT group. It was concluded that all
protocols proved to be effective in altering nervous morphology according to their
specificities, where the association of protocols proved to be beneficial in promoting new
nerve fibers resulting from the interaction of exercises.

Keywords: Sciatic nerve; Wistar; static stretching; vertical climb, zero myelin protein, basic
myelin protein, neurofilaments.
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1. INTRODUCAO

O sistema nervoso periférico possui a notdvel fungdo de transmitir milhares de
informagdes provenientes do sistema nervoso central e envid-las para as mais diversas partes
do corpo. Quando falamos em exercicios fisicos, prontamente associamos aos musculos
estriados esqueléticos, que possuem a funcao de cinesia e, para que ela ocorra, € necessaria a
acdo nervosa, € para isso, 0s nervos periféricos sao os responsaveis por conduzir a informagao
ao musculo esquelético. Durante 0 movimento decorrente de uma atividade fisica o musculo
sofre modificagdes, e as demais estruturas associadas a ele também sofrem alteracdes devido
ao exercicio (PERETTI et al., 2017). Sdo bem compreendidos os efeitos de atividades fisicas
sobre a musculatura esquelética, enquanto que faltam dados e evidéncias sobre o efeito do
treinamento na morfologia nervosa.

Por ser o maior nervo do corpo humano, o nervo isquidtico possui importancia em
estudos com exercicios, pois além de inervar os musculos posteriores inferiores e que atuam
nos movimentos de diversas articulagdes, sua localizacdo tem grande importancia ndo so6 na
area de atividade fisica, mas tambem na area da saude, onde inimeras situa¢des podem levar a
irregularidades neurofuncionais (VAN DE GRAAFF, 2003). Para que a velocidade com que o
impulso percorra a fibra nervosa seja maximizada, o didmetro do axdnio e a espessura da
bainha de mielina se tornam fatores importantes para que ocorra essa transmissao,
principalmente para a elucidag@o da influéncia da escalada vertical associada ao alongamento
estatico sobre o a morfologia do nervo isquidtico (GUEDERT, 2014). Os efeitos dessas
influencias sobre o nervo isquiatico ainda estdo incertos na literatura, sendo assim, duas
possibilidades podem ser tragadas: as fibras nervosas diminuem sua espessura devido ao
aparecimento de novas fibras decorrente de uma inervagdo mais eficaz dos musculos; ou as
fibras nervosas aumentam sua espessura para fornecer de forma eficaz o impulso nervosos,
aumentando assim a intensidade da for¢a muscular exercida e consequentemente seu grau de
mielinizacdo a fim de se manter dentro do pardmetro ideal de mielinizacdo de 0,6 (ILHA et
al., 2008).

Em protocolo de treinamento em esteira rolante, observou-se que em ratos enxertados
com células de Schwann no nervo isquiatico neurotomizado (seccionado), ocorreu um
aumento de drea da bainha de mielina e no nimero de fibras nervosas mielinizadas devido
uma rapida regeneragdo pela associacdo das novas células implantadas ao nervo lesionado.
Foram observadas também evidéncias de uma reinervacdo mais eficiente do musculo

gastrocnémio, corroborando com o fato de que durante o exercicio ocorrem adaptagdes



neurais (GOULART et al., 2014). Diversas proteinas produzidas pelas células de Schwann
estdo associadas a formagdo de neurdnios e nervos, sendo a proteina zero de mielina (P0) uma
das mais importantes, pois além de participar da formagao da bainha de mielina, ¢ a primeira
a ser expressa durante a recuperacdo de neurdnios bem antes da regeneragdo, participando
ativamente da remielinizacdo e da formacdo de novas fibras, tornando-se um indicador
fundamental para avaliar a ocorréncia da formagdo de novos neurénios (SCHWEITZER,
2003). Desta forma, hipotizamos o aparecimento de novas fibras nervosas associadas a uma
alteracdo na expressdo de PO, indicando formagdo de novas bainhas de mielina em novas
fibras nervosas. Outra proteina importante € a proteina basica de mielina (MBP, do inglés
myelin basic protein), que também ¢ componente integral da membrana e atua na manutengao
e formagdo da bainha. Em estudos com Camundongos knock-out, foi possivel observar que
durante a auséncia de PO, as linhas densas encontradas no interior da bainha corroboram com
a afirmagdo encontrada em estudos anteriores sobre a expressao posterior de MBP em relagdo
a PO, de forma que esta ¢ essencial para a manutenc¢do tardia da linha densa principal. Além
desse fator, ambas as proteinas estdo envolvidas na delimitacdo da espessura da bainha de
mielina, uma vez que uma concentracdo limitante de MBP restringe a espessura da bainha por
reduzir sua estabilidade enquanto que fibras que expressam maiores concentragdes de PO sdo
mais espessas (MARTINI, 1995). Ao se comparar o efeito do treinamento intervalado de alta
intensidade em esteira com o treinamento continuo de baixa intensidade, levando em
consideracdo a expressdo de genes relacionados a confec¢do de mielina no hipocampo de
camundongos C57BL/6, foi observado que ambos protocolos obtiveram niveis de transcri¢cdo
aumentados de MBP e PLP (proteina proteolipidica da mielina), com o treinamento
intervalado com maiores valores quando comparado com o grupo treinado continuamente,
demonstrando a influéncia benéfica e protetora do exercicio na morfologia nervosa através do
estimulo para a sintese de proteinas essenciais que mantém a integridade da bainha de mielina
(NAGHIBZADEH et al., 2018). Deste modo, variacdes na espessura da bainha de mielina
decorrente do grau de expressdo dessas proteinas podem ser grandes indicadores de alteragdes
morfoldgicas de fibras nervosas periféricas em decorréncia da atividade fisica.

Entende-se como alongamento, os “exercicios fisicos que aumentam o comprimento
das estruturas constituidas de tecidos moles e (...) a flexibilidade ou a capacidade fisica
responsavel pela méxima amplitude de movimento musculo-articular (...) sem o risco de
lesao” (ALMEIDA, 2007). Os beneficios do alongamento nos nervos periféricos ainda nao
sdo bem elucidados, em razdo da escassez de embasamento cientifico na literatura vigente

acerca do auxilio na condugdo de impulsos nervosos em decorréncia a adaptacdes neurais.



Executar o alongamento muito proximo a pratica de exercicio fisico pode ser prejudicial,
deixando as estruturas distensas e enfraquecidas, e devido a forca de execugdo em uma
atividade fisica, pode resultar em lesdes devido ao esforco e a nao resposta das estruturas
(ALMEIDA, 2007; ALENCAR, 2010). Como este estudo nido possui o foco de avaliar e
prevenir o surgimento de lesdes antes de um exercicio, o alongamento foi, obrigatoriamente,
executado antes da atividade fisica, possibilitando assim a avaliacdo da influéncia deste
quando associada ao exercicio sobre os nervos periféricos. Ao ser alongado, a estrutura e
comprimento do nervo sdo distendidos, inalterado a perfeita capacidade de transmitir o
impulso nervoso, entretanto, existem poucas informagdes e dados morfoldgicos de seccdes
transversais de nervos mediante ao alongamento estdtico associado a atividade fisica
performado in vivo disponiveis na literatura, uma vez que grande parte dos estudos
necessitam de intervengao cirurgica para realizagao do protocolo (SAHAR et al., 2019).
Entende-se por treinamento de resisténcia a atividade fisica que promove o aumento e
manuten¢do da massa muscular, onde geralmente ocorrem adaptagdes das estruturas
envolvidas (GRAVES e FRANKLIN, 2001; GABRIEL et al., 2006). O treinamento de
escalada em escada vertical é utilizado quando os objetivos sdo investigar os efeitos do
exercicio em modelo experimental animal, pois além da capacidade de exercitar grande
quantidade de massa muscular simultaneamente, conseguem ser verossimeis no modo de
execucdo e nos resultados obtidos em comparacdo com treinamentos em humanos
(AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2009; KRAUSE NETO et al., 2016). Ao
se avaliar a influéncia do protocolo de esteira sobre a morfologia do nervo vago, foram
observadas neuroadaptacdes em decorréncia do novo ambiente imposto pelo exercicio,
ocorrendo um aumento na area da bainha de mielina, no didmetro do axonio, na densidade e
diametro de fibras mielinizadas e amielinicas, bem como um maior grau de brotamento de
microtibulos e neurofilamentos por unidade. A todos esses fatores foram atribuidos um
crescimento de funcionalidade do nervo vago devido a maior finalidade dessas estruturas,
resultando em crescimento em didmetro das fibras nervosas. O treinamento aerdbio promoveu
um crescimento em igual proporcao entre bainha de mielina e axonio (PIANCA et al., 2015).
As adaptacdes neurais podem ter implicacdes benéficas no rendimento de praticantes
de atividades fisicas que realizam o alongamento seguido de exercicio, principalmente devido
a popularizacdo de treinos funcionais. Dessa maneira, este estudo possui cardter inovador
visando elucidar as neuroadaptagdes frente essa associagdo, principalemente pelo fato de que
os acréscimos de forga se devem ndo somente a hipertrofia, mas tambem em decorrencia ao

aumento de inervagdo e consequente recrutamento de fibras musculares tornando a atividade
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mais integra (GABRIEL et al., 2006). Sao escassos os estudos na literatura que retratam a
plasticidade de nervos periféricos quando submetidos a exercicios de resisténcia corpdrea e/ou
associados ao alongamento (ILHA et al., 2008; TEODORI et al., 2011; GOULART et al.,
2014). Para tal, nortear estudos futuros e auxiliar esportistas a atingirem o melhor
desempenho, principalmente pela crescente pratica de treinos funcionais, uma vez que com a
escassez de dados morfologicos que comprovem sua beneficencia para o desempenho
esportivo, ¢ de suma importincia a investigagdo dessas neuroplasticidades nos nervos

periféricos.

1.1 Revisao bibliografica:

1.1.1 Historico da anatomia do Sistema Nervoso

A curiosidade acerca do funcionamento do corpo humano acompanha o homem desde
tempos imemoriais, € com isso surge o primérdio do que viria a ser denominada Anatomia,
uma importante area da ciéncia que se faz presente nos dias atuais e ainda desperta muito
interesse. Tomou-se conhecimento da existéncia do sistema nervoso com estudos de
Hipocrates (460 a.C - 377 a.C.), com a descoberta das meninges ¢ um prolongamento cerebral
que se unia a medula espinhal, j4 os nervos, foram erroneamente identificados como tenddes e
vasos. O conhecimento sobre os componentes da incrivel maquinaria responsavel pelas
funcdes do corpo continuou com Herdéfilo (335 a.C. - 280 a.C) durante a antiguidade cléssica
na Escola de Alexandria, onde atribuiu ao cérebro a fungdo de o6rgao central do sistema
nervoso e sitio de inteligéncia e com a descoberta das duas classificagdes de nervos, motores e
sensitivos. Posterior a ele, Galeno (129 d.C - 217 d.C.) auxiliou no inicio do entendimento de
que determinadas lesdes provocadas na coluna vertebral em modelos animais provocavam
efeitos em porgdes diferentes do corpo. Leonardo da Vinci (1452 - 1519) também teve grande
importancia através dos seus desenhos impressionantes sobre o cranio humano e a arquitetura
dos ventriculos. Os estudos tedricos acerca do sistema nervoso continuaram apesar do periodo
refreado derivado da Idade Média, mas com a publicagdo de De humani corporis fabrica em
1543 por Vesalius (1514 - 1564), deu-se inicio a uma nova era para esta ciéncia (SOUZA,
2010; TALAMONI, 2012).

Nesse contexto surge Bartolomeu Eustachi (15147?- 1574), discipulo de Vesalius, onde
contribuiu enormemente para a anatomia, reconhecido principalmente por suas gravuras,

dentre elas, a do sistema nervoso (Figura 1). Sua obra, “Tabulae Anatomicae”, somente foi
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publicada em dois séculos depois de ser elaborada, por Albinus, em 1744. Apos a era de
Vesalius, os estudos anatdmicos se tornaram mais intimamente ligados com a fisiologia, mas
as descobertas estavam longe de acabar. Diversos anatomistas ganharam destaque com seus
estudos sobre o sistema nervoso, dentre eles podemos citar Thomas Willis (1621 - 1675) e sua
descri¢do de diversas estruturas cerebrais em “Cerebri anatome”; Charles Bell (1774 - 1842)
e suas ilustragdes sobre o cérebro e sistema nervoso em 1802 e mais tarde na obra “New idea
of the anatomy of the brain”, onde se aprofunda ainda mais na ideia de nervos sensoriais €
motores; Francois Magendie (1783 - 1855) descreve de forma completa os nervos espinais e
contribui com a elaboracdo do termo “arco reflexo” (SOUZA, 2010; TALAMONI, 2012).
Todas essas figuras notaveis contribuiram construindo a sapiéncia que temos hoje para que,
de alguma forma, os estudos atuais sobre o sistema nervoso central e periférico alcangcassem
lugares ainda ndo imaginados, fazendo de nods cientistas os responsdveis por guiar esse

continuo processo rumo ao conhecimento.

Figura 1. Ilustragdo elaborada pelo anatomista Bartolomeo Eustachi (XVIII) com a esquematizacido de

&l T {
Fonte: Modificado de Dikranian (2015, p. 5). Ilustragdo elaborada pelo anatomista Bartolomeu
Eustachi (1514?- 1574) durante o século XVI a respeito de uma dissecagdo e esquematiza¢ao de forma
artistica do sistema nervoso central, periférico, ganglios nervosos ¢ principais estruturas, qual foi
publicada apenas posteriormente em 1744 por Albinus (1697-1770).
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1.1.2 Nervos periféricos

Entende-se por nervo uma estrutura formada a partir da unido de diversos
prolongamentos axonais onde cada célula nervosa é capaz de transmitir o impulso recebido da
célula anterior para a célula seguinte, e assim, promovendo a continuidade da propagacao do
estimulo. Todos os nervos sdo compostos por feixes de axonios das células nervosas, envoltos
por camadas concéntricas do axoplasma de células especializadas em isolar eletricamente essa
estrutura do exterior, possibilitando a propagacdo de uma maior quantidade de sinais
simultaneamente por um pequeno espago (Figura 2). Ao sairem do sistema nervoso central,
esses feixes de axdnios se ramificam progressivamente, atingindo e inervando toda a periferia
corporal, possibilitando a troca de informagdes entre essas areas € o sistema nervoso central.
E por essa rede extensa e conectada que informagdes de movimentacdo muscular, sensagio de
dor, reflexos e muitas outras percorrem (VAN DE GRAAFF, 2003; KERNS, 2008; LARSON
& MENG, 2020).

Figura 2. Ilustragdao grafica da morfologia de uma sec¢éo transversal de um nervo periférico e uma
fibra nervosa constituinte.

L “ g
P * ik

Fonte: Modificado de Butler, 2003 (A e B); eclaborado pela autora (C e D). (A) Ilustragdo
representativa de um nervo periférico seccionado transversalmente, e elementos estruturais como:
Epineuro (EP), Feixe nervoso (F), Ax6nio (A), Vaso Sanguineo (VS), Mesoneuro (M) e Fibra nervosa
(FN). (B) Ilustragdo esquematica de uma fibra nervosa mielinizada e estruturas associadas: Endoneuro
(E), Membrana Basal (MB), Nucleo da célula de Schwann (NCS), Nodulo de Ranvier (NR), Célula de
Schwann (SC), Mielina (M) e Axo6nio (A). (C) Micrografia de transmissdo demonstrando a
organizagdo das fibras nervosas dentro do nervo periférico, com citoplasma de uma célula de Schwann
(seta) que recobre o nervo formando a bainha de mielina, onde também s3o observadas fibras
amielinicas (*) e células de Schwann (#). Barra: 7,5 nm. (D) Micrografia de transmissdo demonstrando
em detalhes as lamelas concéntricas da bainha de mielina em uma fibra, sendo indicada pela seta a
regido com melhor qualidade para visualiza¢do das dobras. Barra: 0,5 um
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A periferia do corpo ¢ intensamente inervada através de nervos oriundos da medula
espinal, chamados nervos espinais. O corpo humano possui 31 pares de nervos espinais,
divididos em 6 por¢des de acordo com a regido emergente: 8 pares cervicais, 12 toracicos, 5
lombares, 5 sacrais e 1 par coccigeo. Esses nervos possuem uma raiz anterior (ventral)
composta por fibras nervosas motoras ou eferentes e uma raiz posterior (dorsal) composta por
fibras sensitivas ou aferentes, onde se localizam os ganglios sensitivos, e a medida que se
afastam do forame intervertebral, se ramificam intensamente, realizando a conexdo do
restante do corpo com o sistema nervoso central. S3o os axonios de nervos motores, tanto de
origem espinal quanto craniana, que inervam os musculos esqueléticos (VAN DE GRAAFF,
2003; STANDRING, 2010).

Apesar da extrema importancia dos nervos periféricos no bom funcionamento das
atividades corporais, pouco se conhece a respeito de alteracdes morfologicas decorrentes do
alongamento estatico associado ao treinamento em escada vertical, uma vez que a agao
muscular muitas vezes ganha destaque referente a atividade fisica devido a responsabilidade
dos musculos esqueleticos de execugao do movimento (GABRIEL et al., 2006). Estudos a
respeito de neuromodulagdes sofridas mediante ao exercicio associado a alongamento sdo
escassos, € com isso se torna uma area com deficiéncia de informagdes concretas que
elucidem e demonstrem adaptagdes da morfologia nervosa.

Alter¢des nervosas em razdo do processo de senescéncia foram analisadas na
morfologia do nervo tibial de ratos, e foi observada redug¢@o no volume de fibras e aumento da
area e didmetro das fibras mielinizadas como uma forma de compensacao a pouca quantidade
em decorréncia do envelhecimento, onde aumentar a area das fibras mielinizadas se torna uma
solugdo adotada pelo corpo. Quando aplicado protocolo de escalada em escada vertical com
utilizacao de carga adicional, nenhuma alteragdo no musculo, na capacidade de transportar
carga ou em alteragdes na espessura da bainha de mielina foram encontradas. Com isso, fica
evidente a existéncia de muita controvérsia no meio académico a respeito das alteracdes
morfologicas que os nervos periféricos sofrem durante o processo de envelhecimento,
refletindo no pouco descoberto até entdo sobre as variacoes morfoldgicas, em carater geral,
que os nervos sofrem, principalmente quanto a associacdo do alongamento a atividade fisica
(KRAUSE NETO et al., 2017).

Uma medida importante quando falamos sobre andlise de altera¢des estruturais em
fibras nervosas ¢ a relacdo matematica existente entre o didmetro axonal interno e o didmetro
externo total da fibra, chamada de coeficiente G. Essa razao ¢ fundamental quando se analisa

o indice de mieliniza¢do ideal de nervos, e se torna muito confidvel para a avaliagao da
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mielinizagdo axonal bem como a velocidade de condugdo em relagdo a espessura da bainha,
parametros importantes quando se pretende alcancar a eficiéncia méaxima na conducdo do
impulso nervoso. Para o sistema nervoso periférico, mais precisamente para O hervo
isquidtico, o grau de mielinizagdo da fibra nervosa ¢ ajustado em torno de 0,6. Este valor ¢
variavel para cada nervo e depende de sua localizacdo e do numero de fibras nervosas que o

constituem (RUSHTON, 1951; CHOMIAK E HU, 2009).

1.1.2.1 Proteinas da bainha de mielina

Para que a transmissdo do impulso seja efetiva, determinadas proteinas constituintes
das células de Schwann s3o requeridas para forma¢do e compactacdo da bainha de mielina, e
estdo intimamente associadas com a formagao da camada isolante que recobre os nervos. Uma
das proteinas mais abundante e importantes ¢ a proteina zero de mielina (PO ou MPZ, do
inglés myelin protein zero), onde além de participar ativamente da formacao da bainha através
da estabilizacdo das linhas intraperiodo da mielina periférica, ¢ a proteina inicialmente
expressa durante o processo de recuperagdo de um neurdnio e anterior a regeneragao deste,
além de participar ativamente da remieliniza¢cdo e da formacdo de novas fibras, e devido a
isso, se torna um indicador fundamental da ocorréncia e formagao de novos neurénios. Outra
proteina importante na manutengdo, formagdo e reparacdo da bainha ¢ a proteina basica de
mielina (MBP, do inglés myelin basic protein). Ela ¢ a responsavel pela formagdo da linha
densa principal da bainha de mielina e também atua na compactacdo da mesma
(SCHWEITZER, 2003; AGGARWAL et al., 2013; DA SILVA et al., 2015; TSUGE, 2020).

Em estudos com camundongos knock-out, na auséncia de PO, a analise das linhas
densas encontradas no interior da bainha corroboram com a afirmacao encontrada em estudos
anteriores sobre a expressao posterior de MBP em relacdao a PO, onde esta ¢ essencial para a
manutencdo tardia da linha densa principal. Ademais, ambas estdo envolvidas na
determinagdo da espessura da bainha de mielina, além da observagdo que uma concentragao
limite de MBP reduz a estabilidade da bainha de mielina e restringe sua espessura, enquanto
que em fibras nervosas que expressam maiores concentragdes de PO apresentam-se mais
espessas (MARTINI, 1995). Apesar disso, ambas as proteinas parecem possuir propriedades
moleculares semelhante quando na mielina, embora estudos mais recentes afirmam que PO
ndo necessariamente tem o mesmo papel, ou até mesmo semelhante, a MBP na formacao da

principal linha densa, embora ela também seja apta a unir membranas (RAASAKKA et al.,
2019).
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Em relagdo a expressdo de genes relacionados a proteinas constituintes da mielina no
hipocampo de camundongos C57BL/6, quando se compara o efeito do treinamento de alta
intensidade feito em intervalos em esteira com o treinamento continuo de baixa intensidade,
ambos protocolos obtiveram niveis de transcricdo aumentados de MBP e PLP (proteina
proteolipidica da mielina), com o treinamento intervalado com maiores valores quando
comparado com o grupo treinado continuamente, ¢ dessa forma, demonstra a influéncia
benéfica e protetora do exercicio na morfologia nervosa através do estimulo para a sintese de
proteinas essenciais que mantém a integridade da bainha de mielina (NAGHIBZADEH et al.,
2018). Ademais, o aumento da expressdo dessas proteinas pode estar fortemente atrelado a
uma maior neoformacao de fibras em decorréncia da atividade fisica, uma vez que essa eleva
os niveis de certas neurotrofinas que auxiliam na manutengdo, sobrevivéncia e regeneragao de
neurdnios, onde também podem influenciar na divisdo e surgimento de novas fibras nervosas
(WEHRWEIN; ROSKELLEY; SPITSBERGEN, 2002; COBIANCHI et al, 2013;
WHITEHEAD, 2017).

1.1.3 Alongamento

O alongamento ¢ a pratica de “exercicios fisicos que aumentam o comprimento das
estruturas constituidas de tecidos moles e, consequentemente, a flexibilidade ou a capacidade
fisica responsavel pela maxima amplitude de movimento musculo-articular de uma ou mais
articulagdes sem o risco de lesdo”, entretanto, a execu¢do do alongamento seguida de
exercicios fisicos pode ser nociva ao corpo, uma vez que este tende a deixar as estruturas
frouxas e enfraquecidas, podendo ocasionar lesdes decorrente da nao resposta em virtude do
esforco realizado sobre as estruturas (ALMEIDA, 2007; RAMOS et al., 2007; ALENCAR,
2010). Entretanto, para a neuromorfologia, a a¢do de alongar os componentes adjacentes
implica em uma reducdo da sensibilidade neural do musculo esquelético, muito
provavelmente através de uma reducdo de estimulos fornecidos, todavia, ndo sdo bem
elucidadas as alteragdes decorrentes da pratica sobre as células nervosas, principalmente
unido ao entendimento e atual conhecimento da comunidade cientifica (AVELA;
KYROLAINEN; KOMI, 1999; GUISSARD; DUCHATEAU; HAINAUT, 2001;
GUISSARD; DUCHATEAU, 2004).

Existe ainda muita controvérsia sobre a beneficencia da pratica seguida de exercicios
(WALL et al., 1992; CRAMER et al., 2004; WRIGHT, et al., 2005; GOODWIN et al., 2020),
principalmente quanto ao entendimento da morfologia nervosa, que ndo estd muito bem

elucidada, ou ao menos existem dados morfoldgicos suficientes que comprovem quais sao as
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adaptacdes e se estas auxiliam na condu¢do de impulso nervoso. Quando submetida a
alongamento estético, a estrutura do nervo e seu comprimento sao alongados, uma vez que as
fibras nervosas, principalmente em articulagdes com maior amplitude de movimento, tenham
uma porcao de folga e estruturas mais livres para serem distendidas quando necessario, o que
resulta na ndo alteracao da capacidade de transmitir o impulso nervoso (SUNDERLAND,
1990; BUTLER, 2003; KAMIJO et al., 2014; SAHAR et al., 2019; LARSON & MENG,
2020). Ainda sim, existem poucos dados morfologicos acerca do alongamento estatico
performado in vivo sem a intervengdo cirirgica, principalmente quanto a neuromodulagdes
ocorridas nas seccdes transversais de nervos mediante a alongamento estatico associado a
atividade fisica.

Estudos afirmam que com a pratica do alongamento, ocorrem alteragdes na
transmissdo do impulso nervoso e na rigidez musculotendinea, afetando diretamente o
desempenho muscular, entretanto, quando executado de forma repetida (sem tempo de pausa
entre as séries) os distirbios ocasionados sdo mais evidente do que quando alongado de forma
continua, ou seja, sem intervalo de pausa nenhum (WATANABE et al., 2001; NOOBREGA;
PAULA; CARVALHO, 2005). Além do tempo de pausa, a duragdo do alongamento ¢ o um
fator que exerce grande influencia na morfologia nervosa, onde em sessdes mais demoradas
(superior a 5 minutos), os efeitos no nervo mediano direito de seres humanos demonstrou nao
atrasar a condu¢do do impulso ou comprometer o nervo, diferentemente do observado em
sessdes mais curtas, (um minuto), onde houve pico de atividade nervosa mas nenhum dano
neural (LEE et al., 2018).

E visto que quando combinado a exercicios de resisténcia, resulta em uma maior
hipertrofia muscular. Entretanto, tais adaptacdes ocorrem somente quando um limiar ¢
atingido, ou seja, atividades de baixa intensidade como por exemplo a pratica isolada do
alongamento ou deste unido a exercicios de resisténcia, ndo expressam mudangas
consideraveis por nao alcangarem os limites minimos (NUNES et al., 2020). Apesar disso,
percebe-se certa segregacdo quando se fala no efeito de atividades sobre nervos, e atribui-se
tais modificagdes a componentes fisiologicos ou mesmo a estruturas adjacentes ao musculo.

E notavel que ainda restam questionamentos a respeito dos efeitos diretos do
alongamento sobre a morfologia nervosa, ¢ com isso forma-se uma grande lacuna em
detrimento a falta de dados morfoldgicos e de consenso tem influéncia direta na tomada de
decisdes de quando, como e se devem realizar o procedimento, o que resulta em davidas a
respeito sobre se os efeitos a longo prazo afetam a for¢a muscular e o aparecimento de novas

adaptagdes neurais.
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1.1.4 Exercicio Fisico

O objetivo de se praticar o treinamento resistido ¢ o ganho e a manuten¢dao de massa
muscular e consequentemente, o restante das estruturas em derredor tambem sofrem
alteragdes, ou mesmo devido a componentes fiosoldgicos liberados durante a pratica de
atividades fisicas podem influenciar esses componentes a sofrerem alteracdes (GRAVES e
FRANKLIN, 2001; WEHRWEIN; ROSKELLEY; SPITSBERGEN, 2002; GABRIEL et al.,
2006; GUEDERT, 2014; SAKITA et al., 2020). Os exercicios de cunho funcional almejam
mimetizar os movimentos realizados diariamente, certificando assim, transferir as adaptagdes
adquiridas durante o treino para a rotina pessoal do individuo, e devido a crescente
popularidade desses exercicios, diversos praticantes buscam essa modalidade como uma
alternativa de inovar e diversificar o treino. Todavia, ainda existem controvérsias na literatura
a respeito da melhora de funcdo em diversos aspectos da satde fisica (WEISS et al., 2010;
SOLBERG et al.,, 2013; FEITO; BROWN; OLMOS, 2019; MCWEENY et al., 2020),
principalmente quanto a comprovagao de uma maior eficacia frente a exercicios de resisténcia
tradicionais e sobretudo em alteragcdes promissoras na morfologia nervosa decorrente de sua
execugao.

Apesar de diversamente explorada, o modo como a atividade fisica age sobre a
morfologia nervosa ainda ndo ¢ totalmente compreendida, mas sabe-se que ela auxilia em
diversos processos, podendo exercer papel de catalizador fundamental durante o processo de
regeneragdo nervosa, protege as estruturgas de lesdes decorrente de exercicios, ajuda na
manutencao da cognigdo, mantem a massa muscular e tambem possui funcido de
antidepressivo natural (TEODORI et al., 2011; ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011;
SEO et al., 2014; TARI et al., 2019). Alteracdes de tamanho do didmetro de fibras do nervo
femoral de ratos Wistar idosos decorrentes da influéncia do exercicio aerdbico em esteira
evidenciam que de fato as atividades fisicas possuem influéncia direta ndo s6 nos constituintes
musculares, mas também nos nervos periféricos, assumindo um papel protetor contra o
processo natural de envelhecimento nervoso (BEGA et al., 2018).

Em estudos que se utilizam de modelos animais, atrelado ao uso de escada vertical,
tem se mostrado mais eficazes em comparacdo com outros modelos de experimentacao
animal quando relacionados com exercicio, por atingir verossimilhanga no modo de execug¢do
e nos resultados obtidos quando comparado com treinamentos humanos (AMERICAN
COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2009; KRAUSE NETO et al., 2016). Contudo, as

adaptacdes neuromorfoldgicas decorrente de atividades fisicas encontradas em roedores nao
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conseguem ainda espelhar os resultados que seriam observados em humanos em decorréncia
de diversos tipos de protocolos diferentes disponiveis na literatura. Desse modo, se faz
necessaria uma padronizagdo para que os resultados possam refletir as alteragdes humanas,
principalmente em estudos que visem a melhora da qualidade de vida e desempenho de
esportistas e atletas (SEO et al., 2014; DESCHENES, 2019).

Ao se avaliar a influéncia do protocolo de esteira sobre a morfologia do nervo vago,
foi observado uma mudanga da dinamica corporal muda, o que resulta no crescimento de
funcionalidade do nervo devido uma maior finalidade dessas estruturas, € com 1SS0 um
aumento na area da bainha, nimero e didmetro de fibras mielinizadas, amielinicas e axonio,
bem como uma maior apari¢do de microtubulos e neurofilamentos por unidade (PIANCA et
al., 2015). Ademais, em protocolo de escalada vertical, as neuroadaptagdes observadas no
nervo radial de ratos Wistar jovens submetidos ao protocolo de treinamento resistido com
carga adicional decorreram do uso de carga durante a escalada, o que ocaionou maior area
média e didmetro dos axdnios e fibras nervosas, area média e espessura da bainha de mielina,
neurofilamentos e microtubulos no grupo treinado com maior carga em relagdo ao grupo
treinado com a carga mais leve. Somado a isso, 0os ratos que carregam cargas maiores
obtiveram aumento de forca proporcionalmente maior quando comparados com ratos que

carregam cargas menores (CARBONE et al., 2017).



19

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever de forma morfoquantitativa as
adaptagdes das fibras nervosas através de microscopia eletronica de transmissdo e revelar a
expressdo da proteina zero da mielina (PO), proteina basica de mielina (MBP) e
neurofilamentos (NF), do nervo isquidtico mediante a protocolo de alongamento estatico

associado ao treinamento de escalada vertical em ratos Wistar adultos.

2.1 Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas ultraestruturais das fibras nervosas através da microscopia
eletronica de transmisséao;

e Mensurar a area e espessura da bainha de mielina, os didmetro do axénio e da fibra
nervosa, neurofilamentos por area e inferir o coeficiente G;

e Revelar a expressao da proteina zero de mielina (P0O) da proteina basica de mielina

(MBP), bem como neurofilamentos (NF), através de ensaios de Western Blot.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para realizacdo deste estudo, foram utilizados 24 ratos Wistar adultos com 90 dias de
idade, mantidos em gaiolas de plastico com dimensdes 41x34x18cm e grade de ferro
acoplada, contendo em cada uma 4 animais. Estes foram mantidos no Biotério do Laboratério
de Anatomia Humana - IB - Rio Claro - SP a temperatura controlada de 23+2° C, fotoperiodo
de claro/escuro de 12 horas e agua e ragdo balanceada ad libitum. Os animais foram divididos
em 4 grupos, cada um contendo 6 animais: Grupo Sedentario (S): ndo foi submetidos a
nenhum protocolo de treinamento; Grupo Alongamento Estatico (AE): foram submetidos ao
protocolo de alongamento estatico, Grupo Treinamento de escalada (TE): foram
submetidos ao treinamento em escada vertical; Grupo Alongamento Pré-Treinamento de
escalada (ATE): foram submetidos primeiro ao protocolo de alongamento estitico e em
seguida ao treinamento em escada vertical. Todos os protocolos foram realizados 3 vezes na
semana durante o periodo de 8 semanas, com um total de 24 sessdes de treinamento e todos os
procedimentos aplicados no presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (n° 08/2020) (anexo A).

3.2. Protocolos de treinamento

3.2.1. Periodo de adaptacgao

Apo6s a obtengdo dos animais e delimitacdo dos grupos, os individuos pertencentes aos
grupos TE e ATE passaram por um periodo de adaptagdo durante uma semana, 3 vezes na
semana, onde estes foram posicionados a partir do meio da escada vertical a fim de realizarem
5 escaladas com tempo de descanso de 60 segundos entre elas. O periodo de adaptacdo
consiste no processo de familiarizagdo do animal ao manuseio reduzindo a fim de que seja
reduzido o estresse em decorréncia do protocolo de treinamento (KRAUSE NETO et al.,

2016; SEO et al., 2014).

3.2.2. Alongamento Estatico
Os animais pertencentes ao grupo AE realizaram o protocolo de alongamento estatico

consistiu no posicionamento do membro posterior direito em extensdao do joelho, e
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dorsiflexdao da articulagdo talocrural durante 10 séries de 30 segundos cada (Figura 3), com
descanso de 30 segundos entre cada série (GIANELO et al., 2016). O grupo associado ATE
também realizou o protocolo de alongamento estatico prévio ao protocolo de treinamento em

escada vertical.

statico.

Figura 3. Fotografia do protocolo de alongamento e

Fonte: Elaborada pela autora. (A) Posicionamento do animal durante o alongamento do membro
posterior direito em extensao do joelho, e dorsiflexdo da articulago talocrural com auxilio de aparelho
de alongamento para conten¢do do animal, e manualmente executado o movimento de dorsiflexdo da
articulagdo talocrural (#) do membro posterior direito do animal. (B) Posi¢cdo de descanso do animal
durante os intervalos das séries dentro do equipamento de contencdo (*) confeccionado em madeira,
canos de PVC e ferragens que promoveram a conteng@o do animal durante a execug@o do protocolo.

3.2.3. Treinamento em escada vertical

O protocolo de escada vertical consistiu nos animais dos grupos TE ¢ ATE realizarem
9 escaladas sem sobrecarga, somente com o proprio peso corporal, iniciando na base da
escada em direcao ao topo, com um intervalo de descanso de 60 segundos entre as escaladas

(Figura 4) (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

Figura 4. Fotografia de um animal durante a execucao do protocolo de treinamento de escada vertical.
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Fonte: Elaborada pela autora. Fotografia de um animal realizando a escalada em escada vertical onde
em seu topo possui uma conteng@o de ferro com uma abertura na parte superior e frontal da escada,
servindo de local de descanso dos animais durante os intervalos das séries (*).

3.3. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para obtencdo das microscopias e posterior analises das varidveis em questdo, 3
animais de cada grupo experimental foram eutanasiados com overdose de anestésico via
intraperitoneal (Ketamina 50 mg/Kg e Xilazina 10 mg/Kg) e posteriormente perfundidos com
solucdo de Karnovsky modificada (2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido em
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4) por 48h a 4°C (BARBOSA et al., 2020). Os nervos
isquiaticos foram dissecado bilateralmente e seccionadas amostras de 3 mm’, pos-fixadas com
solugdo de tetroxido de 6smio 1% a 4°C por 2h, imersas em solugdo aquosa de acetato de
uranila a 5%, desidratadas em série crescente de alcoois, imersas em 6xido de propileno e
incluidas em resina Spurr® (Electron Microscopy Sciences, USA). Foram obtidas sec¢des
ultrafinas de 60 nm coletadas em telas de cobre de 200 “mesh” (Sigma-Aldrich, USA),
contrastadas com acetato de uranila 4% e com citrato de chumbo a 0.4%, ambos por 3
minutos (SIERRA et al., 2018, JACOB et al., 2019). As telas foram analisadas através do
Microscépio Eletronico de Transmissdo JEOL 1010 do Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletronica Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA), da Universidade de Sao Paulo
(ESALQ/USP), Piracicaba, SP, Brasil.

Foram obtidas 20 micrografias de transmissdo por grupo com ampliacdo de 2.000x
para a morfometria das variaveis de diametro da fibra nervosa e axdnio, espessura ¢ area da

bainha de mielina e coeficiente G, e obtidas 2 micrografias de transmissdo por grupo com
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ampliagdo de 30.000x para morfometria do nimero de neurofilamentos por fibra nervosa,
onde a partir disso realizou-se a inferéncia de aproximadamente 700 neurofilamentos. A partir
das microscopias, com o auxilio do software Imagel® foram mensurados os didmetros das
fibras nervosas e dos axdnios, area e espessura da bainha de mielina, relacdo de
neurofilamentos por area da sec¢do nervosa e a relacao do coeficiente G.

A respeito da mensuragdo das varidveis de didmetro, as fibras nervosas foram
consideradas circunferéncias perfeitas a fim de otimizar os calculos, onde comegou-se
tracando o perimetro da fibra nervosa, que inclui a por¢do da bainha de mielina, perimetro
este que corresponde a variavel didmetro da fibra, bem como foi também tragado o perimetro
da por¢do interna da fibra nervosa, correspondendo somente a por¢do axonal, perimetro este
que se refere ao diametro do axonio. Estes valores foram convertidos para diametro através da

deducao de uma férmula matematica simples:

Perimetro =2 . raio.
Perimetro = Didmetro .

Didametro = Perimetro / ©

Sabe-se que se multiplicado por dois o valor do raio se obtém matematicamente o
diametro e dividindo o valor do perimetro por m (pi), ¢ possivel obter o didmetro da
circunferéncia. O valor aproximado utilizado para « foi de 3,14159265359.

A respeito da varidvel espessura da bainha de mielina, foi utilizada ferramenta
“Straight” do software, realizando quatro medi¢des em cada fibra nervosa de modo que essas
quatro medigdes obedecessem um padrdo pré-determinado em formato de = -, onde cada
ponto se alinhava com os angulos 0°, 90°, 180° e 270° de um circulo trigonométrico. Em
seguida foi tracada uma linha que formava um angulo de 90° com uma tangente imaginaria a
porcdo externa da bainha de mielina (Figura 5), onde essa linha foi utilizada para poder inferir
a espessura da bainha. A variavel area da bainha de mielina foi estabelecida subtraindo-se o
valor encontrado para a area da fibra nervosa do valor encontrado da area do axdnio, obtidas
automaticamente pelo software quando o perimetro foi calculado. As medicdes foram
realizadas apenas onde a bainha ndo apresentava nenhuma dobra ou artefato histologico
devido ao processamento durante o corte, incisuras de Schmidt-Lantermann e somente onde
era possivel ver com clareza os seus contornos. Foram contabilizados manualmente as
estruturas identificadas para compor a variavel de neurofilamento por area. Para determinagao

da area a ser analisada, foi subtraido o valor da area onde esses filamentos se localizavam do
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valor da area da imagem que apresentava outras estruturas, como por exemplo por¢des da
imagem que continham bainha de mielina, restando a area correspondente ao contetido axonal
que continha os neurofilamentos. Esse processo ocorreu de forma individual para cada
imagem e entdo o nimero de neurofilamentos obtido na imagem foi dividido pelo valor da
area previamente calculado para aquela determinada imagem, e entdo realizada uma média de

valor entre as imagens mensuradas e obtido o valor da variavel apresentado a seguir.

Figura 5. Ilustracdo grafica da padronizag¢do para mensuragao da espessura da bainha de mielina.

A ST B

Fonte: Elaborado pela autora. I[lustragao exemplificada da padronizagdo para mensuragio da espessura
da bainha de mielina. (A) Micrografia de uma fibra nervosa com a bainha de mielina (MS), o ax6nio
(Ax) e o citoplasma da Célula de Schwann (seta). Barra: 0,5 um. (B) Padrdo estabelecido para as
medi¢des em forma de cruz. (C) Em amarelo, tragos correspondentes as posi¢des 0°, 90°, 180°, 270°
de um circulo trigonométrico. O trago foi determinado seguindo uma tangente externa a bainha (trago
vermelho), formando um angulo de 90° com o trago amarelo. (D) Representacdo esquematica da visao
fornecida pelo software Image]® ap6s feitos os tragados das medigdes.

Apds mensuradas as varidveis, o teste de Shapiro-wilk foi performado em todas as
variaveis, e apos analisadas quanto a sua normalidade, foram executados os testes estatisticos
pertinentes. As varidveis area da bainha de mielina, didmetro do axdnio, didmetro da fibra
nervosa, espessura da bainha de mielina e razdo G foram analisadas por meio do teste
estatistico de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn, onde o nivel de significancia
adotado foi de p <0,05; e a variavel neurofilamento por area foi analisada através do teste de
ANOVA One-Way seguida do pos-teste de Bonferroni, onde o nivel de significancia adotado
foi de p <0,05.
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3.4. Ensaios de Western Blot

Para as analises de Western blot, foram utilizadas amostras de 3 animais de cada
grupo. Todos os grupos S, AE TE e ATE foram sacrificados por overdose de anestésico
intraperitoneal (ketamina 200 mg/kg e xilazina 50 mg/kg) e, em seguida, os nervos isquiaticos
foram dissecados e transferidos para um tubo contendo 100 uL de tampao de extracao (100
mM de Tris, pH 7.4, 1% de SDS, 10 mM de EDTA, 2 mM de PMSF e 10 pg/mL de
aprotinina) em gelo (4° C). As amostras de nervos isquiaticos foram homogeneizadas
separadamente usando um processador ultrassonico (Sonics & Materials, Newtown, PA). Os
homogenatos foram entdo centrifugados a 12.000 rpm a 4° C por 20 minutos, € a concentracao
de proteina do sobrenadante foi determinada usando o ensaio de proteina de Bradford com
albumina como padrdo (Bio-Rad, EUA) (BRADFORD, 1976). Amostras contendo 20 pg de
proteina foram carregadas em gel de gradiente de acrilamida (MILLER; ROMAN;
NORSTROM, 2016) e transferidas por eletroforese para membranas de nitrocelulose usando
um aparelho de transferéncia em miniatura Bio-Rad por 1,5 h a 120 V. Apos a transferéncia,
as membranas foram tratadas por 2 horas a temperatura ambiente (234+2° C) com uma solugdo
de bloqueio contendo 5% de leite em po, lavadas e incubadas durante a noite a 4 °C com
anticorpos primarios (Tabela 1). As membranas foram entdo lavadas e incubadas durante 2
horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario peroxidase-conjugated anti-rabbit
diluido em 1: 5000 (ZIMED Laboratories Inc). Em todos os experimentos de immunoblotting,
a beta tubulina (anti-beta tubulina, 1: 5000; Abcam) foi utilizada como controle interno. A
ligacdo do anticorpo foi visualizada usando um kit de quimioluminescéncia (Clarity Max
Western ECL Substrate, BIO-RAD Laboratories; Itdlia). As bandas foram corrigidas pela
densidade optica da beta tubulina (1: 5000, Abcam) e foram consideradas as amostras do
grupo controle (S como controle de AE e TE; e AE e TE como controle de ATE) como
padrdo para normalizacdo. Para a quantificacdo, a densitometria foi realizada utilizando o
NIH-Scion Image 4.0.2, quantificadas por densitometria Optica das autorradiografias
desenvolvidas (Scion Corporation, EUA).

Apo6s inferidas as expressoes proteicas e de neurofilamentos, foi realizado o de
ANOVA One-Way seguida do pos-teste de Tukey para todas as varidveis, onde o nivel de

significancia adotado foi de p <0,05.
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Tabela 1. Anticorpos primarios - ensaio de Western blot.

Anticorpo Espécie hospedeira Peso molecular Diluicio RRID
PO Rabbit 28 KDA 1:500 AB 2144668
MBP Rabbit 22 KDa 1:500 AB 1141521
NF Rabbit 200 KDa 1:500 AB 477272
Beta-tubulina Rabbit 55 KDa 1:5000 AB 2210370

Fonte: Elaborado pela autora.

4. RESULTADOS

Os resultados aqui apresentados foram obtidos a partir das analises das expressdes e

micrografias eletronicas das variaveis seguido pela inferéncia do teste estatistico apropriado.

4.1 Analises morfométricas

O grupo AE apresentou diminui¢do de 8,58% em relacdo ao grupo S para o diametro
da fibra (p > 0,05). Em relagdo ao diametro do axdnio, houve diminuicdo de 5,42% em
relagdo ao grupo S (p > 0,05). Para a varidvel coeficiente G, houve um aumento de 1,45% em
relacdo ao grupo S (p > 0,05).

O grupo TE apresentou diminui¢do de 15,91% quando comparado com o grupo S (p >
0,05) e diminuigdo de 8,02% quando comparado com o grupo AE (p > 0,05) para a varidvel
diametro da fibra. Em relagdo ao didmetro do axénio, houve diminui¢do de 6% em relacao ao
grupo S (p > 0,05) e diminuicdo de 0,62% em relacdo ao grupo AE (p > 0,05). Houve
aumento de 9,62% quando comparado com o grupo S (p < 0,0001) e aumento de 8,05%,
respectivamente, quando comparado com o grupo AE (p < 0,0001) em relacdo ao coeficiente
G.

O grupo associado ATE apresentou diminui¢do de 29,43% quando comparado com o
grupo AE (p < 0,0001) e diminuicdo de 23,28% quando comparado com TE (p < 0,0001) em
relacdo ao diametro da fibra nervosa. Sobre o didmetro do axonio, houve diminui¢do de
31,54% quando comparado com o grupo AE (p <0,0001) e diminui¢do de 31,11% comparado
com TE (p < 0,0001). Para o coeficiente G, houve diminui¢ao de 4,9 % quando comparado
com o grupo AE (p <0,05) e diminui¢ao de 11,99% quando comparado com TE (p < 0,0001).

Os graficos obtidos ap6s a andlise dessas variaveis morfoldgicas com suas respectivas

significancias estdo demonstrados na figura abaixo (Figura 6).
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Figura 6. Andlises morfométricas de variaveis da fibra nervosa.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analises morfométricas das variaveis: Diametro da fibra, diametro do
axonio e coeficiente G, bem como inferéncia do coeficiente G dos grupos Sedentario (S),
Alongamento Estatico (AE), Treinamento de escalada (TE) e Alongamento Pré-Treinamento de
Escalada (ATE). (A) Médias e desvio padrdo do didmetro da fibra nervosa (um) (n = 130). ATE # AE
e ATE # TE (p < 0,0001). Analise estatistica: Kruskal-Wallis seguida do pds-teste de Dunn (p <0,05).
(B) Médias e desvio padrao do diametro do ax6nio (um) (n = 130). ATE # AE e ATE # TE (p <
0,0001). Andlise estatistica: Kruskal-Wallis seguida do pds-teste de Dunn (p <0,05). (C) Médias e
desvio padrao da inferéncia do coeficiente G (n = 130). TE # S; ATE # TE e TE # AE (p <0,0001) e
ATE # AE (p < 0,05). N = 130; Analise estatistica - Kruskal-Wallis seguida do pds-teste de Dunn (p
<0,05). (D) Micrografia de transmissdo de uma fibra nervosa para inferéncia do coeficiente G: Divisdo
dos valores de diametro interno (d) e didmetro externo (D). Ampliacdo: 2.000x

O grupo AE apresentou diminui¢do significativa de 21,6% na espessura da bainha de
mielina quando comparado com o grupo S (p < 0,05). Houve uma diminui¢ao de 15,62% na
area da bainha de mielina quando comparado com o grupo S (p > 0,05). Em relacdo a
neurofilamentos por area, houve uma diminui¢do de 1,75% quando comparado com o grupo S
(p > 0,05).

O grupo TE apresentou diminui¢do significativa de 24,41% na espessura da bainha de
mielina quando comparado com o grupo S (p < 0,0001) e diminui¢do de 3,64% quando
comparado com o grupo AE (p > 0,05). Houve uma diminuicdo de 28,94% quando

comparado com o grupo S (p > 0,05) e diminuicao de 15,79% quando comparado com o
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grupo AE (p > 0,05) em relagdo a area da bainha de mielina. Foi observado um aumento de
73,47% no valor de neurofilamentos por area quando comparado com o grupo S (p <0,05) e
um aumento de 76,56% quando comparado com o grupo AE (p > 0,05).

O grupo associado ATE apresentou diminui¢do significativa na espessura da bainha de
mielina em 16,95% quando comparado com o grupo AE (p <0,0001) e diminui¢do de 13,81%
quando comparado com o grupo TE (p > 0,05). Além disso, houve diminui¢ao de 53,99%
quando comparado com o grupo AE (p <0,0001) e diminui¢do de 45,36% quando comparado
com o grupo TE (p < 0,0001) para a area da bainha de miela. Foi observado um aumento de
104,75% quando comparado com o grupo AE (p < 0,05) e aumento de 15,97% quando
comparado com o grupo TE (p > 0,05) em relacdo a neurofilamentos por area.

Os graficos obtidos apos a analise dessas variaveis morfoldgicas com suas respectivas

significancias estdo demonstrados na figura abaixo (Figura 7).

Figura 7. Analises morfométricas da fibra nervosa e neurofilamentos dos grupos experimentais.
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Fonte: Elaborado pela autora. Analise morfométrlca das variaveis: Espessura e area da bainha de
mielina e densidade de neurofilamentos por drea (nm”) dos grupos Sedentario (S), Alongamento
Estatico (AE), Treinamento de escalada (TE) e Alongamento Pré-Treinamento de Escalada (ATE). (A)
Meédias e desvio padrio da espessura da bainha de mielina (um) (n = 130). AE # S (p <0,05) e ATE #
AE e TE # S (p <0,0001). Anélise estatistica: Kruskal-Wallis seguida do pos-teste de Dunn (p <0,05).
(B) Médias e desvio padrdo da area da bainha de mielina (um?) (n = 130). ATE # AE e ATE # TE (p <
0,0001). Analise estatistica: Kruskal-Wallis seguida do pés-teste de Dunn (p <0,05). (C) Médias e
desvio padrio da quantidade de neurofilamento por 4rea (nm?) (n=2). TE # S e ATE # AE (p < 0,05).
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Analise estatistica: ANOVA one-way seguida do pods-teste de Bonferroni (p <0,05). (D) Imagem
binarizada, através do software Imagel]®, de neurofilamentos. Barra: 1 nm.

A tabela a seguir retne os resultados das varidveis morfométricas analisadas, obtidos

apos as analises estatisticas pertinentes (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo comparativa dos grupos experimentais com valores de significancia (p)

Pares de Didmetro da Didmetro do Coeficiente G Area da Espessura da NF/nm?
grupos fibra (um) axonio (um) bainha (um?) bainha (um)
S-AE > 0,05 > (0,05 > 0,05 > 0,05 <0,05 > 0,05
S-TE > 0,05 > 0,05 <0,0001 > 0,05 <0,0001 < 0,05
TE-AE > 0,05 > 0,05 <0,0001 > 0,05 > 0,05 > 0,05
AE-ATE <0,0001 <0,0001 <0,05 <0,0001 <0,0001 <0,05
TE-ATE <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 > 0,05 > 0,05

Fonte: Elaborado pela autora. Relacdo comparativa das varidveis mensuradas entre os grupos
Sedentario (S), Alongamento Estatico (AE), Treinamento de escalada (TE) e Alongamento
Pré-Treinamento de Escalada (ATE) com respectivos valores de significancia nas variaveis de area da
bainha de mielina, didmetro do axdnio, didmetro da fibra nervosa, espessura da bainha de mielina ¢
coeficiente G analisadas estatisticamente através do teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn ( p
<0,05) e neurofilamento por drea (NF/nm?) analisada através de ANOVA One-Way com pos-teste de
Bonferroni (p <0,05).

4.2 Ensaios de Western blot

O grupo AE apresentou diminuig¢ao de 68,76% na expressdao de PO quando comparado
com o grupo S (p <0,01). Em relacdo a expressao de MBP, houve uma diminui¢do de 36,79%
quando comparado com o grupo S (p > 0,05). Sobre a expressao de NF, houve um aumento de
9,51% em relagdo ao grupo S (p > 0,05).

O grupo TE apresentou um aumento de 31,51% quando comparado com o grupo S (p
> 0,05) e aumento de 321% quando comparado com o grupo AE (p < 0,0001) em relagdo a
expressdao de PO. Também ocorreu uma diminui¢cao de 60,87% na expressao de MBP quando
comparado com o grupo S (p <0,01) e diminui¢do de 38,1% quando comparado com o grupo
AE (p > 0,05). Sobre a expressdo de NF, houve um aumento de 10,82% em relacdo ao grupo

S (p > 0,05) e um aumento de 1,2% em relag¢do ao grupo AE (p > 0,05).
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O grupo ATE apresentou aumento de 147,52% quando comparado com o grupo AE (p
< 0,05) e diminui¢ao de 41,21% quando comparado com o grupo TE (p <0,01) em relagdo a
expressao de P0O. Na expressio de MBP ocorreu uma diminui¢do de 52,38% quando
comparado com o grupo AE (p > 0,05) e diminui¢dao de 23,08% quando comparado com o
grupo TE (p > 0,05). Sobre a expressao de NF, houve um aumento de 3,89% em relagdo ao
grupo AE (p > 0,05) e aumento de 2,66% com o grupo TE (p > 0,05).

Os graficos obtidos apos a analise das expressdes com suas respectivas significancias

estdo demonstrados na figura abaixo (Figura 8).

Figura 8. Padrdes de expressdo das proteinas PO e MBP e expressao de NF.
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Fonte: Elaborado pela autora. Padroes de expresséo: protelna zero (P0), proteina basica de mielina
(MBP) e neurofilamentos (NF). (A) Médias e desvio padrdo da expressdo da proteina PO (n=3). S #
AE; TE # ATE (p < 0,01), AE # TE (p<0,0001) e AE # ATE (p < 0,05). Analise estatistica: ANOVA
One-Way seguida pelo pos-teste de Tukey (p <0,05). (B) Médias e desvio padrao da expressdo da
proteina MBP (n=3). TE # S (p <0,01). Analise estatistica: ANOVA One-Way seguida pelo pds-teste
de Tukey (p <0,05). (C) Médias e desvio padrao da expressdo de NF (n=3). Nao foram observadas
diferengas estatisticas (p > 0,05). Analise estatistica: ANOVA One-Way seguida pelo pos-teste de
Tukey (p <0,05). (D) Micrografia de transmissao da distribui¢do de neurofilamentos. Barra: 1 nm.
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5. DISCUSSAO

A avaliagdo da alteracdo da morfologia nervosa frente a exercicios fisicos € um ramo
pouco explorado na ciéncia, e com o advento de treinos funcionais, a analise dessas mudangas
se torna de suma importancia, principalmente devido a existéncia de muita controvérsia
decorrente da gama de protocolos disponiveis e também pela possibilidade de aplicagdo
humana direta em exercicios funcionais, sobretudo com a unido do alongamento com
exercicios fisicos. Entretanto, a maioria dos dados referente ao assunto na literatura sdo
direcionados para a area de lesdo nervosa, e com isso, esse estudo mostra a importancia de se
obter uma nova perspectiva, especialmente a qual demonstre a influéncia de tais protocolos na
formagdo de adaptacdes na neuroanatomia periférica.

Foi observado que o grupo AE obteve diminui¢ao na espessura da bainha de mielina e
diminui¢do na expressdao de PO quando comparado com o grupo S. O'toole e Miller (2011),
afirmam que o processo de alongamento auxilia no transporte de proteinas pelos axdnios
mediante a necessidade destas devido a diversos fatores, como por exemplo, mudangas no
comprimento, calibre ou até mesmo na degradagdo de proteinas nos axonios. Entretanto, de
acordo com a forma de realizacdo do alongamento, a demanda por proteinas tende a diminuir,
0 que torna os axdnios delgados. A compressdao neural e consequente diminui¢do do aporte
proteico foi observado na diminui¢do no numero de neurofilamentos por area quando
comparado com o grupo S, explicando de fato, a diminui¢do das demais estruturas associadas
a diminuicdo das expressdes das proteinas aqui analisadas. Uma vez intimamente associada a
formac¢do do envoltorio de novas fibras nervosas e manutengdo da integridade estrutural da
bainha de mielina, a diminui¢do da expressdo da proteina PO também pode indicar o ndo
aparecimento de novas fibras em decorréncia da influéncia deletéria do processo de
alongamento.

Entretanto, também foi observado a diminui¢ao no diametro da fibra e axénio, bem
como diminuicdo na area da bainha e na expressdo de MBP quando comparado com o grupo
S, o que demonstra que o alongamento possui influéncia sobre a morfologia de fibras
nervosas ao reduzir o didmetro das fibras existentes, mas com uma certa manuten¢do da
funcionalidade do neurdnio, uma vez que os valores de coeficiente G sofreram leve aumento
em relacdo ao grupo S. Em decorréncia disso, ¢ esperado uma maior compactagdo das
estruturas internas do axonio e com isso um valor maior de neurofilamentos por area,
entretanto, somente sua expressao foi aumentada quando comparado com o grupo S. Endo e

Nakayama (1993) observaram que, ap6és o alongamento do nervo isquiatico de ratos
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promovido pelo alongamento utilizando um expansor de tecidos, houve uma diminuicao da
bainha de mielina e conservacdo dos elementos do citoesqueleto, ou seja, essa atividade a
longo prazo induz mudancas nas fibras nervosas. Resultados semelhantes a respeito da
manutengdo dos microtubulos e neurofilamentos foram observados por Pfister e
colaboradores (2004) apos o alongamento mecanico de neurdnios de embrides in vitro.
Segundo Yuan, Rao e Nixon (2017), a densidade de neurofilamentos em uma fibra nervosa
nao ¢ regulada pela mielina, apesar de sofrerem influéncia dos sinais celulares de células
sintetizantes de mielina, com isso, alteracdes na sua quantidade por area sdo resultado de
mudancas de cunho estrutural.

Segundo Krause Neto e colaboradores (2015), foi visto que atividades fisicas possuem
a capacidade de aumentar a expressao de certas moléculas que estdo intimamente ligadas a
pratica de exercicios, entretanto, foi observado o efeito oposto quanto ao alongamento,
possivelmente indicando um efeito inibitdrio na expressao de certas proteinas, o que contribui
com as evidéncias encontradas na literatura de um efeito maléfico dessa pratica na geracao de
forcas durante o exercicio.

Apesar de observado uma diminui¢do das variaveis didmetro da fibra, didmetro do
axonio, espessura e area da bainha quando comparado com S e AE, as maiores alteracdes
decorrentes do exercicio de escalada sdo expressas diretamente sobre a estrutura da bainha de
mielina. Estudos que abordam somente a influéncia da atividade fisica sobre a morfologia
nervosa sao escassos, dessa forma, durante a avaliacdo da influéncia das diferentes
intensidades de carga sobre a morfologia do nervo radial em ratos Wistar durante protocolo de
escalada, Carbone et al. (2017) observaram um acréscimo de valor em todas as variaveis
analisadas, indo contra nossos achados, possivelmente explicado pela diferenca de localizagao
dos nervos. Entretanto, a diminuicdo observada na espessura da bainha estd diretamente
atrelada a diminui¢do da expressdo de MPB quando comparado com S e AE, uma vez que
essa proteina ¢ fundamental em processos de manutengdo, regeneragdo e formagao de novas
bainhas envolvendo os nervos. Todavia, a expressdo de PO em comparagdo com os grupos S e
AE aumentou, o que demonstra que a diminui¢cao de MBP e da espessura da fibra podem estar
relacionadas com o aparecimento de novas fibras nervosas, uma vez que PO ¢ a primeira
proteina expressa durante a neoformacao. Armada-da-silva et al. (2013) afirmam que a pratica
de exercicios de caminhada ou corrida em esteira em ratos que sofreram algum tipo de lesao
nervosa aumenta o numero de fibras nervosas mielinizadas e, em alguns casos, também
auxilia na melhora a espessura da bainha de mielina dos nervos periféricos regenerados, e

dessa forma corrobora com nossos resultados.
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E visto que a atividade fisica possui capacidade de aumentar o namero de neurdnios
no hipocampo de ratos adultos quando submetidos ao enriquecimento ambiental, e de certa
forma, exerce papel protetor contra o processo de envelhecimento (KUHN; TODA; GAGE,
2018). Sakita e colaboradores (2018), relatam que ao analisar as fibras mielinicas de nervos
periféricos em ratos Wistar idosos sob a influéncia de exercicio aerdbico, ocorreu um
aumento no didmetro de fibra, diametro do axonio, espessura de mielina e perimetro de
mielina, contradizendo nossos resultados, contudo, esses resultados podem ser explicados
pela idade dos animais e pelo efeito conhecido do exercicio em certa forma de reverter e
prevenir o avanco de mudancas relacionadas a idade. Apesar disso, os autores relatam
encontrar um aumento nos niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) no tecido
nervoso. Sabe-se que imediatamente apoOs a atividade fisica sdao liberados neurotrofinas que
auxiliam no processo de manutencdo da integridade das fibras nervosa ou mesmo no processo
de regeneracao em caso de lesdo, com isso, BDNF e o fator de crescimento semelhante a
insulina I (IGF-1) tornam-se importantes para a sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal de
células do sistema nervoso central (UYSAL et al., 2005; PARK; HOKE, 2014). Outros
estudos afirmam que a BDNF estimula a expressdo de outras proteinas associadas a mielina,
como por exemplo a PO, reforcando nossa hipotese de um aumento no ntimero de fibras
decorrente da atividade fisica (CHAN et al., 2001; ZHENG et al., 2016)

Em estudo realizados com ratos Wistar sobre a avaliagao do treinamento de endurance
na morfologia do nervo vago, Pianca e colaboradores (2015) demonstraram que o maior
nimero de microtibulos e neurofilamentos por area pode indicar um aumento de
funcionalidade do nervo decorrente ao maior requerimento dessas estruturas, contribuindo em
parte com os nossos resultados, uma vez que ocorre a diminui¢do do diametro das fibras e
ax0nio e consequente concentracdo de neurofilamentos. Deschenes (2019) afirma que ocorre
uma maior exigéncia por parte de neurdnios motores submetidos a quaisquer tipo de
treinamento, € assim o transporte de proteinas fica mais intenso, aumentando a atividade
neuronal. A unido dos dados apresentados confirmam a hipdtese do surgimento de novas
fibras principalmente quando unidos ao aumento de expressdo de NF e de neurofilamentos
por area quando comparado com os grupos S e AE, onde a compactagdo geral da fibra do
grupo TE leva a uma maior densidade dessas estruturas, diferentemente do observado no
alongamento, onde a forte conservacdo de neurofilamentos indica que, para a morfologia
nervosa, o treinamento de escalada exige em maior grau das ultraestruturas nervosas. Atrelado
a iss0, as principais superfamilias de proteinas responsaveis pelo transporte lento de NFs sdo

miosinas e actinas, componentes fundamentais das unidades funcionais dos musculos, € no
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caso da actina, essa auxilia no processo de orientacdo da cé€lula de Schwann durante a
regeneracdo nervosa e posteriormente ¢ parte integrante do mesaxdnio, incisuras de
Schmidt-Lantermann e regides nodais, contribuindo para a manuten¢@o da forma da bainha de
mielina (JUNG et al., 2011). Yao e colaboradores (2006) sugerem que a expressdo de
subunidades de actina no interior da bainha de deve ao recrutamento destas por neurotrofinas
expressas durante o processo de crescimento axonal, e assim, ¢ possivel que durante a pratica
de exercicios, as neurotrofinas expressas em resposta recrutem outros componentes que
estimulam e auxiliam na neoformagao de nervos.

Também em relacao ao estudo de Sakita et al. (2018), foi observado uma correlagao
entre a diminuicdo do didmetro das fibras com a diminuicdo do coeficiente G, mesmo que
entre os grupos sedentario e treinado ndo tenha sido observada diferenga significativa.
Entretanto, esses resultados ndo corroboram com os nossos, onde o grupo TE apresentou
aumento em relagdo ao grupo S e AE para a variavel coeficiente G, o que demonstra existir
talvez um efeito antagénico nas taxas que compdem essa medida, uma vez que ocorreram
alteragdes opostas. Entretanto, Goulart e colaboradores (2014), demonstraram que durante o
uso de células de schwann indiferenciadas combinada com a pratica de exercicio de esteira
como forma de terapia no tratamento de lesdo no nervo isquiatico de camundongos C57Bl/6,
0s grupos que nao praticaram exercicios apresentaram fibra com tamanho entre 0,4 a 0,6.
Entretanto, os grupos que praticantes de exercicio apresentaram maior numero de fibras
nervosas ¢ com valor maior de coeficiente G, estando entre 0,5 a 0,8. Segundo os autores,
esses valores sdo os mais adequados para o nervo isquidtico. Este estudo corrobora com
outros da literatura e com o intervalo de valores observado no presente estudo para todos os
grupos analisados, onde os valores se mantiveram dentro do intervalo ideal para esse nervo
(CHOMIAK, 2009; BONETTTI et al., 2015; KRAUSE NETO et al., 2017).

Poucos estudos até o presente momento abordam alteragdes morfoldgicas de fibras
nervosas decorrente da influéncia da pratica combinada de alongamento com treinamento de
escalada, dessa forma, esse estudo tem importante papel de elucidar as neuroadaptacdes frente
a associacdo desses exercicios, principalmente de suma importancia quanto a nortear futuros
estudos da area, sobretudo os direcionados para a aplicacdo humana relacionada com treinos
de cunho funcional.

Acredita-se que somente a pratica de exercicio seja insuficiente para tratamento de
lesdes, como por exemplo visto no tratamento de lesdes em roedores, onde o estudo da pratica
combinada, seja com outros tipos de exercicio ou mesmo com outras técnicas de tratamento

como introdugdo de células de Schwann, propicia a liberacdo de uma gama maior de
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neurotrofinas que auxiliam no processo regenerativo, € nesse contexto, o uso do treinamento
associado de alongamento e exercicio pode contribuir para uma regeneragdo mais eficaz
(ENGLISH; WILHELM; SABATIER, 2011; GOULART et al., 2014; FU et al., 2016).

Foi visto que, para o grupo associado ATE, a diminui¢do significativa observada nas
variaveis diametro da fibra e axonio, area e espessura da bainha de mielina, bem como do
coeficiente G ¢ valida somente para comparagdes com o grupo AE, enquanto que para o
grupo TE ocorreu diminuigdo significativa somente nos didmetros da fibra e axonio, area da
bainha de mielina e coeficiente G. Isso demonstra que, quando comparado com o AL, o grupo
ATE apresentou variaveis menores e significativas devido a agdo inibitoria do alongamento
frente a formagdo de novas fibras nervosas, com isso, a execucdo do exercicio fisico no grupo
associado anula em parte os efeitos do alongamento, como demonstrado nos valores de
coeficiente G, onde os valores sdo menores do que AE devido a influéncia benéfica do
exercicio sobre a morfologia nervosa e muito menores do que TE devido a unido das duas
praticas, corroborando ainda mais com a neoformag¢do. Como ja relatado, a expressao de MBP
esta atrelada a mudangas na estrutura da bainha de mielina, onde ocorreu uma diminuicao
quando comparado com o grupo AE e TE, ambas coincidindo com a diminui¢do da espessura
e area da bainha encontradas na comparagao com AE e TE e corroborando com o surgimento
de novas fibras nervosas neste grupo.

Com esse grau maior de compactagdo das fibras, ¢ esperado uma maior densidade de
neurofilamentos, com isso foi observado aumento no valor de neurofilamentos por area
comparado o grupo associado com AE e TE, relacionado com a manutencdo dos elementos
estruturais axonais em decorréncia do maior grau de exigéncia de transporte de proteinas
devido a atividade fisica presente no grupo ATE. O aumento em relacdo ao grupo AE e TE
em relacdo a expressao de NF também estd relacionado com essa manutencdo do
citoesqueleto axonal para maximizar o transporte de proteinas e impulso, principalmente em
decorréncia do surgimento de novas fibras nervosas. Sabe-se que os neurofilamentos sdo
componentes do citoesqueleto axonal e auxiliam na manutencdo e crescimento do calibre
neuronal, e dessa forma, colaboram com a sua integridade estrutural a fim de atingir
velocidade de propagacdo ideal ao longo dos axonios (YUAN; RAO; NIXON, 2017; CAO et
al., 2020). Outro fato que pode estar relacionado com a manutencao e aumento da expressao e
densidade de neurofilamentos ¢ a quantidade crescente de coldgeno presente na periferia dos
nervos. Conforme a intensidade e exigéncia do exercicio foi se intensificando, um aumento
ndo quantificado deste foi observado, o que pode ter relagdo com a acgdo da atividade fisica

sobre os nervos. O colageno faz parte integral da matriz extracelular, fornecendo suporte para
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os demais componentes ali presentes. Com isso, Cao e colaboradores (2020) supdem que essa
grande quantidade de colageno, além de fornecer suporte estrutural para axonios mielinizados
no hipocampo de ratos Sprague-Dawley idosos com disfungdo cognitiva pds-operatoria, ele
também pode suprimir a degradacdo de neurofilamentos, protegendo a conducdo dos axdnios
e aumentando sua eficiéncia em casos de danos. Entretanto, Kerns (2008) relata que
dependendo da forma como o alongamento ¢ executado, diversas alteracdes sdo resultantes,
dentre elas alteracdes no colageno endoneurial. Dessa forma, esse parametro ainda necessita
de mais investiga¢cdes da sua influéncia sobre a morfologia nervosa, principalmente quanto a
associacao de alongamento com exercicios fisicos.

E visto que, em um ambito geral, as fibras que sofreram a influéncia dos dois tipos de
exercicio tiveram uma maior reducdo de seu tamanho com maior concentracao dos
componentes axonais, o que ¢ demonstrado através da expressao levemente aumentada de NF
em relacdo aos grupos AE e TE. A diminui¢do na expressao de PO quando comparado com
TE pode estar fortemente relacionada com a influéncia negativa do alongamento para a
expressdao de PO no grupo associado, enquanto que o aumento quando comparado com AE
pode estar relacionado a influéncia benéfica do exercicio de escalada na morfologia nervosa,
corroborando com a manutencdo da compactagdo e neoformacao de fibras nervosas do grupo
correlacionado. Entretanto, a associagdo dos dois tipos de protocolo se mostra de certa forma
benéfica, uma vez que ao se associarem, independente da influéncia aparentemente negativa
do alongamento, o nimero de fibras nervosas tende a ser muito maior justamente pela
tendéncia de neoformagdes nervosas que o exercicio provoca. Kokkonen e colaboradores
(2010) analisaram que o alongamento prévio ao treinamento de forca atua como um estimulo
adicional a um programa de treinamento de resisténcia, onde ao ser realizado 30 minutos de
alongamento antes do exercicio, ocasionou maiores ganhos de for¢ca quando comparado com o
grupo apenas treinado, o que corrobora com nossos achados, uma vez que o grupo associado
mostra melhores resultados quanto a formacao de novas fibras nervosas com alteragdes nos
componentes neuroestruturais e manutencao de um valor de coeficiente G, que corrobora com
o encontrado na literatura. Além disso, essa maior quantidade de fibras pode estar associada
com uma maior inerva¢do muscular em decorréncia da atividade fisica (DESCHENES et al.,
1993; BOBINSKI et al., 2011; NISHIMUNE et al., 2014). Yuan, Rao e Nixon (2017) relatam
que apds o contato sindptico de axdnios, sinais derivados de células da glia induzem estes a
expandirem seu raio em até 10 vezes, com isso, o numero de neurofilamentos aumenta em
igual propor¢ao, ocorrendo maior suporte e acréscimo da velocidade de condugdo para estas

fibras maiores. Esses resultados corroboram em parte com nossos achados, uma vez que o



37

aumento da densidade de neurofilamentos muito provavelmente decorreu da redugdo do
diametro axonal com consequente compactacao destes.

Os efeitos de exercicios na morfologia nervosa ainda sdo pouco conhecidos e
explorados devido a diversos fatores, principalmente em decorréncia da diversidade de
protocolos existentes que limitam um consenso geral sobre o assunto, bem como, na maioria
dos casos, o uso de exercicios se da como forma de tratamento em decorréncia lesdes. Nesse
cenario, se faz necessario mais estudos que aprofundem e desenvolvam a tematica,
fornecendo embasamento para uma 4rea ainda pouco explorada mas fundamental para o

entendimento acerca de alteragdes morfologicas sem nervos.
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6. CONCLUSAO

O alongamento se mostra eficaz em promover alteracdes na morfologia nervosa ao
diminuir o calibre axonal com manutencdo da funcionalidade, onde sua influéncia além de
demonstrar ndo ser tao eficaz para a neoformagao de nervos, diminui a expressao de proteinas
que auxiliam na formag¢ao de novas bainhas de mielina.

Por sua vez, o exercicio se mostra mais efetivo, quando comparado com o
alongamento, na promog¢do do surgimento de novas fibras nervosas, uma vez que essa
atividade aumenta a expressao de proteinas intimamente associadas com a formagao de novas
bainhas. Além disso, tal atividade promove um aumento na atividade neuronal, o que da
suporte ao aparecimento de novas fibras, provavelmente pela alta demanda de componentes e
exigéncia decorrente do exercicio.

A pratica combinada de exercicios se mostra muito mais benéfica para o individuo
quando em comparacdo com o uso isolado. Assim, o grupo associado se mostra eficaz em
promover o surgimento neuronal com manutencao de funcionalidade das fibras independente
da acdo do alongamento sobre a morfologia de fibras nervosas, principalmente por
apresentarem o maior grau de reducdo de calibre e maior concentracio de componentes
axonais, 0 que mostra que a associacdo obteve maior beneficéncia comparado com os demais
grupos para a morfologia e funcionalidade dos nervos periféricos de ratos.

Conclui-se, portanto, que todos os protocolos se mostraram eficazes em alterar a
morfologia nervosa de acordo com suas especificidades, e que a associagdo de protocolos se

mostra benéfica na promogao de novas fibras nervosas decorrente da interacao dos protocolos.
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ANEXO A - PARECER COMITE DE ETICA

u n es m%%? UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA COMISSAO DE ETICA
“JULIO DE MESQUITA FILHO” _NOUSO DE ANIMAL
Campus de Rio Claro CEUA - 1B - UNESP - CRC

DECISAO CEUA N° 08/2020

Instituicdo: UNESP — IB -~ CRC Departamento: Educacao Fisica
Data de Registro CEUA: 13/09/2019

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “MODULAGOES MORFOMETRICAS DO NERVO
ISQUIATICO DE RATOS WISTAR ADULTOS SUBMETIDOS AO PROTOCOLO EXPERIMENTAL
DE ALONGAMENTO ESTATICO E TREINAMENTO DE ESCALADA”, protocolo n°® 5552 sob
responsabilidade de Adriano Polican Ciena (Pesquisador Responsavel) e Mariana Pasquini
Rodrigues (orientanda), que envolve a produgao, manutencao e/ou a utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).
Subprojeto(s) vinculado(s): ==.==

Colaboradores: I
A Comisséo de Etica no Uso de Animal - CEUA do Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus de Rie Claro,

X Aprovou “ad referendum” a alteracéo do Projeto de Pesquisa acima citado (nimero de animais)
Desde que atendidas as pendéncias apontadas na reuniao (vide anexo), aprova o Projeto de
() Pesquisa acima citado (prazo maximo de 30 dias).
() Referendou o Projeto de Pesquisa acima citado, ratificando o parecer emitido pelo relator.
Aprovou RETORNAR ao interessado para atendimento das pendéncias encontradas (prazo maximo
0) de 30 dias).
) Nao Aprovou.
() Retirou, devido & permanéncia das pendéncias.

Vigéncia da autorizagdo: 01/08/19 a 31/07/20
Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Espécieflinhagem/raga: rattus norvegicus ( ratos wistar)

Numero de animais: 24 (anteriormente aprovado — 18) Peso: 300g - Idade: 90 dias Sexo: macho

Origem dos animais (Informacbes sobre o fornecedor): Biotério Central do Campus de Botucatu - UNESP

( )TCC
trad
Objetivo () Mestrado
Académico: ( ) Doutorado

(X) Outros — (Iniciagéo Cientifica)
( ) Pés- Graduacao

Rio Claro, 24/09/

Lilnto A . t2o
Prof. Dr. Marco Aurélio Pizo Ferreira
Coordenador

Instituto de Biociéncias — Segdo Técnica Académica
Avenida 24-A n® 1515 - CEP 13506-900 - Rio Claro - S.P. - Brasil - tel 19 3526-4105 - fax 19 3534-0009 - http:/fwww.rc.unesp.br
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Venho atraves deste, solicitar alteragdo do nimero de animais de 18 para 24,

referente ao Projeto de Pesquisa: “Modulagdes morfométricas do nervo isquiatico de ratos

Wistar adultos submetidos ao protocolo experimental de alongamento estatico e
treinamento de escalada”, decisao CEUA 28/2019. Por proporcionar recomendado

delineamento nas andlises e tratamentos estatisticos das varidveis investigadas neste

estudo.

Atenciosamente.

Rio Claro, 14 de Setembro de 2020.

Prof. Dr. Adrianp Polican Ciena
Coordenador do Laboratério de Morlologia e Alividade Fisica — "LAMAF”

Instituto de Biociéncias — Departamento de Educagao Fisica
Avenida 24-A n” 1515 - GEP 13506-800 — Rig Claro - S.P. - Brasil

Tel 19 3526-4320 - fax 19 3526-4321 - hitp://www.rc.unesp.br
e-mail: edufisic@rc.unesp.br
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Orientador
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