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RESUMO

A eletroestimulacdo muscular fasica de baixa frequéncia (EMFBF) e o
exercicio fisico sdo utilizados na reabilitacdo da lesdo nervosa periférica, porém,
suas influéncias sobre a qualidade da regeneragcdo nervosa e recuperagao
funcional sdo pouco discutidas. Este estudo avaliou a influéncia de um protocolo
de EMFBF, do exercicio de natacao livre, bem como da associacdo entre ambos,
sobre as caracteristicas morfolégicas e funcionais do nervo isquiatico regenerado
apos axoniotmese. Trinta e seis ratos Wistar machos (222,05 +42,2g), foram
divididos em 6 grupos (n=6): Controle (C), Desnervado 6 dias (D6), Desnervado
(D), Desnervado+Eletroestimulacdo (DE), Desnervado+Natacdo (DN) e
Desnervado+Natacao+Eletroestimulacdo (DNE). Previamente a desnervagao, os
grupos DN e DNE foram adaptados a natagéo (5 dias consecutivos). Em seguida,
0 nervo isquiatico esquerdo foi esmagado (4 pingamentos de 20s). O grupo C néo
sofreu intervencdo e o D6 teve o nervo analisado histologicamente apds 6 dias.
Apés 24 horas da lesao, os animais dos grupos DE e DNE tiveram o musculo
sbleo esquerdo eletroestimulado (corrente bifasica quadrada simétrica; T=3ms;
f=10Hz; i=5mA; 30 min/dia, durante 22 dias). Os animais dos grupos DN e DNE
foram submetidos a natacdo (T° = 31 £2°C; 30 min/dia; por 22 dias), sem carga
adicional. Realizou-se o registro da marcha (pré-operatorio, 7°, 14° e 21° dias poés-
operatorio - PO). Foram obtidas as distancias: entre a extremidade do 3° dedo e
calcaneo - PL; entre 0 1° e 0 5° dedo - TS e entre 0 2° e 4° dedo - ITS em ambas
patas. Cortes transversais (1um) do nervo isquiatico permitiram obter o numero de
axonios, didmetro dos axdénios e das fibras nervosas, espessura da bainha de
mielina e razdo G. Utilizou-se os testes ANOVA Two-way para analise intragrupos
e ANOVA One-way para analises intergrupos, seguidos de Tukey HSD (p<0,05).
Aplicou-se os Testes de correlagdo de Spearman e de Pearson (p<0,05). O
numero de axdénios regenerados nos grupos desnervados foi maior que no grupo
C (p<0,01), sendo que no grupo DE foi maior que no grupo D (p<0,05). O
didmetro dos axénios foi menor nos grupos desnervados comparado ao grupo C
(p<0,01), porém, no grupo DN foi maior que no grupo D (p<0,05). O didmetro das
fiboras e a espessura da bainha de mielina nos grupos desnervados foram
menores em relagdo ao C (p<0,01). A razdo G foi semelhante entre os grupos
(p>0,05). Na analise do indice Funcional do Ciatico (IFC) intragrupos, os valores
do 7° e 14° dias PO foram menores que no pré-operatorio e 21° dia PO (p<0,01),
porém somente o grupo DNE no 21° dia ("21,44 +14,71) diferiu do pré-operatorio (°
2,28 +11,27), enquanto entre os grupos n&o houve diferenga (p>0,05). N&o houve
correlacao entre os dados morfométricos e funcionais. Os protocolos de natacdo e
EMFBF aplicados individualmente nao interferiram no grau de maturagdo das
fibras nervosas regeneradas, nem na recuperagao funcional. A EMFBF aplicada
favoreceu o brotamento axonal. A associacdo dos tratamentos atrasou a
recuperagao funcional, mesmo nao tendo influenciado a regeneragao nervosa.

Palavras Chaves: Desnervagdo, Regeneragdo Nervosa, Eletroestimulagao
Muscular, Exercicio Fisico, Indice Funcional do Ciatico (IFC), Morfometria.



ABSTRACT

The muscle phase low frequency electrical stimulation (PLFES) and the
physical exercise are used in the peripheral nervous injury rehabilitation, however,
its influences on the quality of nerve regeneration and functional recovery are little
discussed. This study evaluated the influence of a PLFES protocol, of the free
swimming exercise, as well as the association between both, on the morphologic
and functional characteristics of the sciatic nerve regenerated after axonotmesis.
Thirty six males Wistar rats (222,05 +42,2g) were divided in 6 groups (n=6):
Control (C), Denervated 6 days (D6), Denervated (D), Denervated + Electrical
stimulation (DE), Denervated + Swimming (DS) and Denervated + Swimming +
Electrical stimulation (DSE). Previously to the denervation, DS and DSE groups
were adapted to swimming (5 days in a row). Then, the left sciatic nerve was
crushed (4 clamps of 20s). The C Group did not suffer intervention and the D6 had
the nerve histologically analyzed after 6 days. After 24 hours of the injury, the
animals of DE and DSE groups had the left soleus muscle electrical stimulated
(biphasic symmetrical square shaped current; T=3ms; f=10Hz; i=5mA; 30 min/day,
during 22 days). The animals of DS and DSE groups were submitted to swimming
(T° = 31 £2°C; 30 min/day; per 22 days), without additional load. It was performed
the hind footprints (pre-operatory, 7", 14" and 21% days post operatory - PO). The
distances gotten: between the 3™ finger extremity and calcaneus - PL; between
the 1% and the 5" finger - TS and between the 2" and 4™ finger - ITS in both legs.
Transversal sections (1um) of the sciatic nerve allowed to get the axons number,
diameter of the axons and the nervous fibers, myelin thickness and G-ratio. Two-
way ANOVA test was used for the intra-groups analysis and ANOVA One-way for
inter-groups, followed by Tukey HSD (p<0.05). The Spearman and Pearson tests
was applied (p<0.05). The number of regenerated axons in the denervated groups
was greater than the C group (p<0.01), by being that in the DE group was greater
in the D group (p<0.05). The axons diameter was smaller in the denervated groups
compared to C group (p<0.01), but in DS group was greater than in the D group
(p<0.05). The fibers diameter and the myelin thickness in the denervated groups
were smaller in relation to C (p<0.01). The G-ratio was similar between the groups
(p>0.05). In the intra-groups Sciatic Functional Index (SFI) analysis, the values of
7" and 14™ days PO were smaller than in the pre-operatory and 21%' day PO
(p<0.01), but only the DSE group in the 21% day (21.44 + 14.71) differed from pre-
operatory ('2.28 * 11.27), while among the groups there was no difference
(p>0.05). There was no correlation between the functional and morphometric data.
The swimming and PLFES protocols applied individually did not interfere in the
level of regenerated nerve fibers maturation, not even in the functional recovery.
The PLFES applied was effective to the axonal growing. The association of the
treatments delayed the functional recovery, even not having influenced the nerve
regeneration.

Key words: Denervation, Nerve Regeneration, Muscle Electrical Stimulation,
Physical Exercise, Sciatic Functional Index (SFI), Morphometry.
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1 INTRODUCAO

Devido a sua distribuicdo, os nervos sédo alvos frequentes de lesbes
traumaticas (Machado, 2000), cujas causas mais comuns sdo o0s acidentes
automobilisticos e as lesbes esportivas, seguidas de traumas penetrantes e
lesdes ao nascimento por tracdo excessiva (Welch, 1996; Daneyemez, Solmaz e
Izci, 2005).

A lesdo nervosa promove alteragdes sensitivas, motoras e
autonbmicas, que variam com o grau e extensdo da lesdo e interferem com a
funcionalidade (Welch, 1996, Machado, 2000). O restabelecimento precoce da
conexao com o musculo é importante para a recuperacao funcional, pois quanto
mais precoce a reinervagao, melhor o prognostico (Eberstein e Eberstein, 1996).

O desenvolvimento de modelos experimentais de lesdes nervosas
periféricas, como o esmagamento, estiramento e secgao, tem contribuido para a
compreensao das alteragbes morfologicas e fisiolégicas do sistema
neuromuscular, permitindo avaliar a lesdo em si, o processo de regeneragao e a
possivel recuperacao funcional (Mira, 1979; Mazzer et al., 2006).

A regeneragao nervosa e consequente recuperacdo funcional € um
processo lento e depende da extensdo, natureza e grau da lesdo (Eberstein e
Eberstein, 1996; Robinson, 2000; Lundy-Ekman, 2004). Diferentes recursos
podem ser utilizados no sentido de viabilizar essa recuperagdo, como a
estimulacao elétrica muscular fasica de baixa frequéncia (Fernandes et al., 2005;
Russo et al., 2007), estimulagao elétrica muscular crénica de baixa frequéncia
(Dow, Faulkner e Dennis, 2005), ultra-som (Monte-Raso et al., 2006) e o exercicio

fisico (Sarikcioglu e Oguz, 2001; Byun et al., 2005).
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A maioria dos estudos experimentais aborda a estimulagdo elétrica
crbnica, caracterizada por periodos de intervencdo superiores a 8 horas diarias,
utilizando eletrodos implantados. Embora este tipo de estimulagdo seja incomum
na clinica, trabalhos experimentais apontam beneficios ao musculo desnervado,
como a manutengao de suas propriedades contrateis e metabdlicas (Eberstein e
Pachter, 1986; Dow et al., 2004). Por outro lado, ha relatos de que a reinervagao
muscular pode ser inibida quando a estimulagao elétrica é aplicada ao musculo,
devido a reducdo da oferta de fatores troficos aos axbnios em regeneragéo
(Lieber, 2002; Love, Son e Thompson, 2003). Outros estudos apontam que a
estimulagao elétrica, quando aplicada no nervo proximal a lesao, pode facilitar o
crescimento de axdnios em regeneracéao (Brushart et al., 2002; Gordon, Sulaiman
e Boyd, 2003).

O tratamento fisioterapéutico de lesdes nervosas inclui a estimulacao
elétrica muscular fasica, caracterizada por aplicacdo de estimulos durante 20 a 30
minutos diarios, utilizando principalmente eletrodos de superficie. Essa forma de
intervengcao pode manter a excitabilidade do musculo, a massa e a forga muscular
(Dow et al., 2004), minimizar a redugao da area da fibra muscular (Fernandes et
al., 2005) e a reducéao dos niveis de mRNA da atrogina -1 e myoD (Russo et al.,
2007), o que pode favorecer a recuperagao funcional apos a reinervagao.

Entretanto, pouco se discute sobre os efeitos da estimulacido elétrica
fasica aplicada ao musculo desnervado sobre a morfologia de nervos
regenerados, desconhecendo-se sua influéncia sobre a regeneragao nervosa.

O exercicio fisico é outro recurso terapéutico que favorece o
restabelecimento das propriedades contrateis e metabdlicas do musculo apds

desnervacao (Possebon et al., 2001; Tanaka,Tsubaki e Tachino, 2005), previne
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limitacbes permanentes decorrentes da atrofia muscular (Deschenes, Maresh e
Kraimer, 1997), além de estimular a atividade funcional apds reinervagao
(Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974, 1980a,b).

Considerando esses beneficios, diversas formas de atividade fisica tém
sido investigadas experimentalmente, visando o retorno da funcionalidade apds
lesdo nervosa. Entretanto, poucos estudos citam o impacto do exercicio fisico,
aplicado na fase aguda da lesédo (dentro da primeira semana) sobre o processo
de regeneracgao nervosa. Van Meeteren et al. (1997a), Byun et al. (2005) e Seo et
al. (2006) citam que a mobilizagao iniciada de 12 a 72 horas apds 0 esmagamento
do nervo acelera o retorno da funcdo sensoério-motora na fase inicial da lesdo e
que estes beneficios persistem na fase tardia da recuperagdo do nervo. No
entanto, tais estudos avaliam funcionalmente o nervo, ndo havendo dados que
correlacionem a morfologia e a fungéo apds o exercicio.

A intensidade do exercicio € outra variavel discutida, ndo havendo uma
definicdo sobre a melhor intensidade de exercicio para ratos desnervados
(Deschenes, Maresh e Kraimer, 1997; Sakakima et al., 2004).

Considerando a caréncia de estudos relacionados a estes recursos, da
forma como sao aplicados na clinica, para demonstrar sua influéncia sobre a
regeneragao nervosa periférica, este estudo visa avaliar a influéncia da
estimulagao elétrica muscular, do exercicio de natagcao e da associacdo entre
ambos, sobre a regeneragdo do nervo isquiatico de ratos apos lesdo por
esmagamento, por meio de analise morfoldgica e funcional.

Os resultados poderdao subsidiar a discussdo da conduta

fisioterapéutica em casos de lesdo nervosa periférica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DO NERVO

O sistema nervoso periférico € formado por axénios de neurbnios
sensoriais, motores somaticos e viscerais, terminacdes sensoriais especializadas
e neurbnios poés-ganglionares autbnomos, cuja fungdo é conectar o sistema
nervoso central a periferia (Lundy-Ekman, 2004).

Um feixe de fibras nervosas paralelamente dispostas, constituido de
axénios e envolvido por bainhas conjuntivas e células de Schwann, localizado na
porcao periférica do sistema nervoso, constitui o nervo. Essas fibras podem ser
mielinicas ou amielinicas (Ide, 1996; Guyton e Hall, 2002).

Uma unica célula de Schwann, continua, envolve total ou parcialmente
cerca de 5 a 25 axbnios amielinicos, através de projecdes citoplasmaticas, néo
havendo a formagdo da bainha de mielina. Estes axbnios encontram-se
individualmente alocados no interior de sulcos ou canais formados pelas
expansodes do citoplasma das células de Schwann, conferindo menor velocidade
de condugdo ao impulso nervoso (Welch, 1996; Lee e Wolfe, 2000; Guyton e Hall,
2002; Lundy-Ekman, 2004).

Nas fibras mielinicas, as células de Schwann formam a bainha de
mielina, uma estrutura tubular com multiplas camadas, que envolve cada axénio.
As células de Schwann estdo separadas umas das outras, ao longo do axdnio,
por intervalos de aproximadamente 1 a 2 mm, destituidos de mielina e
parcialmente cobertos por digitagées laterais do citoplasma dessas células, os
nodos de Ranvier, responsaveis por aumentar a velocidade de conducido do

impulso nervoso, por suportarem os rapidos processos de despolarizagao e
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repolarizagao necessarios a génese dos potenciais de agao (Welch, 1996; Lee e
Wolfe, 2000; Guyton e Hall, 2002; Ludy-Ekman, 2004). As células de Schwann
sao ainda revestidas por membrana basal, estrutura que atua no crescimento,
maturagao e orientagcao de axdnios em regeneracao (lde, 1996).

Embora a bainha de mielina seja segmentada, o axbnio é continuo e o
segmento da fibra que contém bainha de mielina e compreende a distancia entre
dois nodos de Ranvier consecutivos recebe o nome de internddulo. A espessura
da bainha de mielina é proporcional ao didametro do axdnio correspondente (lde,
1996; Lundy-Ekman, 2004).

Anatomicamente, os nervos estdo circundados por trés bainhas de
tecido conjuntivo distintas, que se interconectam: o endoneuro, o perineuro e o
epineuro, que apresentam estrutura individual e caracteristica peculiar e mantém
a nutricdo e integridade das fibras nervosas (Welch, 1996; Evans, 2001).

O endoneuro é uma delicada camada de tecido conjuntivo frouxo que
apresenta intimo contato com as fibras nervosas e, através de suas paredes de
suporte — os tubos endoneurais — mantém sua nutricdo. O endoneuro € composto
de capilares e fibras colagenas tipo Il dispostas longitudinalmente em relagao a

fibra nervosa (Lundborg, 1987; Lee e Wolfe, 2000).

O perineuro (camada intermediaria) € uma fina bainha de tecido fibroso,
que envolve numerosas fibras nervosas formando fasciculos e apresenta células
pavimentosas fortemente unidas por zdnulas de oclusdo (tight junctions) que se
dispbe em camadas concéntricas em relacao as fibras nervosas. Entre as
sucessivas camadas celulares sao encontradas fibras colagenas tipo | e tipo Il e
fibras elasticas. O perineuro é importante na manutencdo da homeostase do

nervo, pois atua como barreira de difusdo, auxiliando a preservagao do
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microambiente intrafascicular especializado, além de ter papel de protegcao
mecanica contra trauma externo, fornecendo ao nervo elasticidade e forga ténsil
(Welch, 1996; Lundy-Ekman, 2004).

O epineuro é a camada mais externa e envolve todos os fasciculos que,
unidos, compdéem o nervo. Contém vasos, raramente tecido adiposo, apresenta
fibras elasticas e colagenas tipo | em sua arquitetura e desempenha fungao de
protecdo dos axdnios periféricos contra forcas compressivas aplicadas ao nervo
(Lundborg, 1987; Lee e Wolfe, 2000; Robinson e Snyder-Mackler, 2001).

O nervo possui um sistema microvascular intrinseco bem desenvolvido
ao nivel das bainhas conjuntivas, mantendo seus vasos interligados através de
numerosas anastomoses. O sistema microvascular extrinseco compreende todos
0s vasos da regiao anatdbmica proxima ao tronco nervoso, cuja fungao € suprir a
microcirculacdo intraneural. Essa estrutura intraneural funciona como um sistema
de reserva, de forma a preservar o fluxo sanguineo, mesmo quando o nervo sofre
uma lesao mais grave (Lunborg,1987; Lundy-Ekman, 2004, Pachioni et al., 2006).

O conhecimento das estruturas anatdmicas que compdem o nervo é de
extrema importancia, devido ao seu papel ativo nos processos fisiologicos,
moleculares e celulares, favorecendo a caracterizagcao do tipo de lesdo e sua

gravidade (Burnett e Zager, 2004).

2.2 TiPOS DE LESAO NERVOSA PERIFERICA

Devido a sua distribuicdo e localizagao, os nervos sao frequentemente
traumatizados (Machado, 2000), havendo como consequéncia a diminuigdo ou

perda da sensibilidade, da motricidade e das fungbes autonémicas no territorio
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inervado (Welch, 1996; Machado, 2000; Lundy-Ekman, 2004; Monte-Raso et al.,
2006).

A incidéncia de lesbes nervosas periféricas geralmente € devida a
acidentes automobilisticos, industriais e no esporte, seguida de traumas
penetrantes, fraturas e lesdes ao nascimento, ou tragao excessiva (Welch, 1996;
Robinson, 2000; Daneyemez, Solmaz e lzci, 2005).

De acordo com Daneyemez, Solmaz e Izci (2005), os nervos espinhais
mais suscetiveis a lesbes sdo os nervos mediano (32,3%), seguido do ulnar
(24,1%), radial (12,1%), isquiatico (10,7%) e fibular comum (7,7%) e raramente o
nervo tibial e o femoral. Robinson (2000) cita que, no membro superior, o nervo
mais suscetivel a lesédo é o radial e no membro inferior, o isquiatico.

A classificagcdo de trauma de nervo baseia-se no dano sofrido pelos
componentes nervosos, na funcionalidade do nervo e na capacidade de
recuperacgao espontanea (Burnett e Zager, 2004).

A lesado nervosa periférica foi classificada primeiramente por Seddon
(1943) em trés diferentes tipos, baseado no grau de ruptura das estruturas
internas do nervo: neuropraxia, axoniotmese e neurotmese (Welch, 1996; Evans,
2001; Ferreira, 2001; Burnett e Zager, 2004).

A neuropraxia € a forma mais branda e é devida a uma compressao
local leve ou isquemia. Caracteriza-se por bloqueio transitério da conducgao
nervosa, com leve acometimento local da bainha de mielina. Entretanto, a
velocidade de condugao proximal e distalmente a lesdo permanece integra. Ha
preservacdo da continuidade do axénio e da arquitetura do nervo, ndo havendo
degeneracgao Walleriana. A recuperacao é completa e se da espontaneamente em

poucos dias ou semanas (Welch, 1996; Lee e Wolfe, 2000).
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A axoniotmese € uma lesdo mais grave, geralmente consequente ao
esmagamento do nervo, sendo caracterizada por compressao severa ou continua,
que interrompe a continuidade axonal e a bainha de mielina no nivel da leséao,
porém, com preservacao do tubo endoneural. Embora ocorra degeneracgao
Wallleriana distalmente a lesdo, a microcirculacdo esta preservada e as estruturas
mesenquimais, incluindo o epineuro e perineuro, além das células de Schwann,
estdo intactas. O progndstico € bom, pois a estrutura conjuntiva remanescente
prové suporte para o brotamento axonal e reinervacdo (Robinson, 2000; Lee e
Wolfe, 2000).

A neurotmese € o0 grau mais severo de lesdo e ocorre quando 0s nervos
sao seccionados, por tragao excessiva ou laceracdo. Caracteriza-se por completa
ruptura do nervo, rompimento dos axoénios, bainha de mielina, células de
Schwann e envoltérios conjuntivos, em graus variaveis. A perda funcional é
completa, portanto o progndstico de recuperagao funcional é desfavoravel, a
menos que a continuidade do nervo seja restabelecida. O tratamento requer
intervengao cirurgica para direcionar o crescimento axonal através dos tubos
endoneurais (Lundborg, 1987; Ferreira, 2001; Burnett e Zager, 2004).

Sunderland (1978), citado por Burnett e Zager (2004), considerando a
classificagcdo proposta por Seddon, descreveu as lesdes nervosas em cinco
categorias, de acordo com sua severidade, afirmando haver prognésticos
diferentes para neurotmese. Considerou a neuropraxia e axoniotmese de Seddon
como graus | e Il, respectivamente. Ja a lesédo de grau lll, é caracterizada por uma
transicdo entre axoniotmese e neurotmese, onde a continuidade do axdénio é
rompida por perda dos tubos endoneurais, mas o perineuro e epineuro estio

preservados. Para lesdes do tipo neurotmese, Sunderland dividiu-as em graus IV
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e V, baseado no grau de envolvimento das estruturas de sustentagado axonal.

Nas lesdes grau |V, os fasciculos nervosos (axbnio, endoneuro e
perineuro) sao rompidos, exceto o epineuro, pois a continuidade do tronco
nervoso € mantida. Todavia, ocorre cicatrizacdo intraneural devido a
desorganizagcao da estrutura interna dos elementos do tecido conjuntivo. Os
axbénios em regeneragcdo ndo entram nos tubos endoneurais apropriados que os
conduziriam a seus 6rgaos terminais, mas em fasciculos, terminando no tecido
conjuntivo e formando neuromas. Nesse caso, € necessaria a retirada do
segmento lesado, com reparo cirurgico ou reconstrugdo do nervo (Lee e Wolfe,
2000; Robinson, 2000; Ferreira, 2001; Burnett e Zager, 2004).

Em lesbes de grau V ha rompimento completo do nervo, com
prognéstico ruim de recuperagao funcional (Bridge et al., 1994; Burnett e Zager,
2004). Além do desalinhamento dos tubos endoneurais e a presenca de
hemorragia no perineuro, ainda ha formacgao de cicatriz substancial no local da
lesdo, que ocorrem pelo acumulo de uma quantidade variavel de tecido composto
de fibroblastos e células de Schwann que constituem uma barreira importante a
recuperacao (Lee e Wolfe, 2000; Robinson, 2000; Ferreira, 2001).

Dellon e Mackinnon (1989), considerando a possibilidade de ocorrer
combinagao entre os graus de lesao definidos por Sunderland, descrevem ainda o
grau VI, que caracteriza as lesdes nervosas mistas, onde todas as fibras séo
afetadas, porém em graus variaveis, como € comumente observado na clinica
(Lee e Wolfe, 2000; Robinson, 2000; Evans, 2001).

Por fim, a extensédo e o grau de lesdo, bem como a resposta celular a
lesdo nervosa, definem o progndéstico do reparo nervoso e, consequentemente, da

recuperacao da fungcdo motora, uma vez que permitem correlacionar as
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alteragbes microscopicas que ocorrem apos a lesdo com a sintomatologia dos

pacientes (Evans, 2001; Burnett e Zager, 2004).

2.3 PROCESSOS DE DEGENERAGCAO E REGENERACAO NERVOSA PERIFERICA

Os processos de degeneragao e consequente regeneragdo do nervo
dependerao diretamente da gravidade da lesao original (Lee e Wolfe, 2000). Apds
esmagamento ou secgdo de um nervo, uma sequéncia de eventos patologicos
ocorre simultaneamente, como alteracbes bioquimicas, celulares, estruturais e
moleculares, visando recuperar a fungdo do nervo danificado (Burnett e Zager,
2004).

A lesdo nervosa divide o axdénio em dois segmentos: um proximal, em
continuidade ao centro trofico da célula, e outro distal, separado do corpo celular
(Bishop, 1982; Verdu et al., 2000; Lundy-Ekman, 2004). Imediatamente apds a
lesdo, o protoplasma extravasa das extremidades seccionadas e os segmentos
axonais se retraem, afastando-se um do outro (Lundy-Ekman, 2004).

Uma vez isolado do corpo celular, o segmento distal do axénio nao
mantém sua estrutura e integridade funcional, havendo aumento do influxo de
ions calcio e perda de potassio nas fibras, desencadeando-se um processo de
degeneragao axonal denominado degeneracao Walleriana. Essa degeneragao é
marcada pela acdo de proteases sobre os microtubulos e neurofilamentos e é
evidenciada pela desintegragdo e remogéao dos restos de mielina e axénios, o que
deixa o tubo endoneural vazio, como forma de preparar o ambiente para o
crescimento, maturagao e orientagédo dos axénios em regeneragao (Bishop, 1982;

Lundborg, 1987; Fawcett e Keynes,1990; Lee e Wolfe, 2000).
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Imediatamente apds a leséo, as células de Schwann tornam-se ativas,
sofrem mitoses, se diferenciam e regulam a expressdo génica das moléculas
participantes dos processos de degeneracao e regeneracao (Welch, 1996; Verdu
et al., 2000; Burnett e Zager, 2004). Concomitantemente, em conjunto com os
macrofagos, elas desempenham um papel importante na degeneragao
Walleriana, auxiliando na remogado e fagocitose da mielina e axdnios
degenerados. Esse processo inicia 24 horas apos o trauma e pode demorar de
uma semana a varios meses. Entre 36 e 48 horas, as bainhas de mielina entram
em processo intenso de desintegragado. A continuidade dos axdnios e a condugéo
dos impulsos nervosos ndo sao mais possiveis entre 48 e 96 horas apds a leséo
(Stoll, Jander e Myers, 2002; Burnett e Zager, 2004; Dubovy, 2004).

Dentro de duas semanas apds a lesdo ocorre a proliferacao de
mastocitos, que liberam histamina e serotonina, as quais auxiliam no aumento da
permeabilidade capilar e facilitam a migragdo de macréfagos ao local para auxiliar
na fagocitose e remogdo do axdénio e mielina degenerados. Entre a 5% e 82
semana, o processo de degeneracgio geralmente estd completo, restando apenas
as fibras nervosas remanescentes com o endoneuro coberto por células de
Schwann (Burnett e Zager, 2004).

Subsequentemente, as células de Schwann, desprovidas de axénios,
tornam-se alongadas e seus processos delgados se interdigitam com processos
das células de Schwann vizinhas, formando cordbes lineares denominados
“‘Bandas de BuUngner” no interior dos tubos de membrana basal. Nesta fase ainda
€ registrado o aumento da sintese de fatores neurotréficos e, como a lamina basal

das células de Schwann permanece integra durante a degeneragcdo Walleriana,
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serve de guia para o brotamento dos axbénios durante a reinervagcao (Stoll e
Muller, 1999; Dubovy, 2004).

Em lesbes mais extensas, a auséncia das bandas de Bungner no
segmento distal dificulta a regeneragcdo axonal e normalmente resulta na
formacado de neuromas, tornando os brotamentos axonais ineficientes, de forma
que o axbnio em crescimento ndo atinge o 6rgao-alvo (Salonen et al., 1987;
Fawcett e Keynes, 1990; Burnett e Zager, 2004). Portanto, a presenga dessas
colunas de células de Schwann explica os diferentes graus de regeneragao entre
os tipos de lesao (Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

Além da degeneragao do axoénio distal a lesdao, a célula apresenta
modificagdes morfolégicas e estruturais ao longo do segmento proximal
denominadas “efeito retrogrado”, que ocorrem nas primeiras 6 horas apos a lesédo
e atingem o maximo em uma semana (Ferreira, 2001; Burnett e Zager, 2004). No
segmento proximal, o axénio sofre degeneracédo que vai até o primeiro nédulo de

Ranvier (Lundborg, 1987; Seckel, 1990; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).

Dentre as modificagcbes do corpo celular, a cromatdlise central ou
degeneracgao retrograda € um processo caracterizado pela dilatagdo do neurdnio,
levando a dissociagao da substancia de Nissl, desintegragao de grandes porgdes
do reticulo endoplasmatico rugoso, seguida da dispersdo dos ribossomos no
citoplasma. Além disso, observa-se aumento de volume do corpo celular e
migracdo do nucleo para a periferia da célula (Fawcett e Keynes, 1990; Lee e
Wolfe, 2000; Verdu et al., 2000). Simultaneamente, entre 24 e 48 horas da leséo,
ocorre aumento no tamanho e numero de células gliais, que parecem causar uma
interrupcdo das conexdes sinapticas do neurbnio afetado com outras células

(Ferreira, 2001; Burnett e Zager, 2004).
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Fawcett e Keynes (1990) supbéem que eventos fisioldgicos celulares
ligados a sintese protéica e ao transporte axoplasmatico sejam responsaveis por
alteragbes estruturais ocorridas no corpo celular, podendo promover tanto a
regeneragao (cromatossintese) como a morte do neurdnio.

As mudancas metabdlicas estdo relacionadas com a diminuicido dos
componentes do citoesqueleto transportados do corpo celular ao axdénio, para
producdo de neurotransmissores necessarios a ativagao sinaptica, produgcao de
RNAm, lipidios e proteinas do citoesqueleto, como actina e tubulina, associadas
ao crescimento e participantes do processo de reparo (Seckel, 1990; Welch,
1996; Lee e Wolfe, 2000).

O axdnio se retrai a uma pequena distancia logo apés a secgdo. Ha
fragmentagao da bainha do internédulo proximo a lesao e diminuigao do didmetro
axonal. Porém, se a regeneracado for satisfatoria, o didmetro do axbnio se
recupera. Caso contrario, a atrofia axonal aumenta (Johnson, Zoubos e
Soucacos, 2005).

E interessante destacar que existe uma interdependéncia entre o corpo
celular e os ax6nios em termos de recuperacdo: o corpo celular ndo se recupera
totalmente sem o restabelecimento das conexdes periféricas funcionais e o calibre
do axdénio depende da recuperagao do corpo celular (Burnett e Zager, 2004).

No inicio do processo regenerativo ocorre aumento da expressao de
novos genes e da sintese protéica (Fawcett e Keynes, 1990). Dentre as proteinas,
destacam-se a Proteina Associada ao Crescimento (GAPs) como a GAP-43, e as
proteinas do citoesqueleto, como actina, tubulina e proteinas dos neurofilamentos.
A GAP-43 serve como substrato da membrana dos cones de crescimento, sendo

responsavel pelo transporte axonal rapido, o0 que sugere a sua relagdo com a
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reconstrugcdo do axoénio. Ja, as proteinas do citoesqueleto responsaveis pelo
transporte axonal anterégrado lento, estdo relacionadas com alongamento axonal
durante a regeneracao (Fawcett e Keynes, 1990; Seckel, 1990; Ide, 1996; Lutz et
al., 1999; Evans, 2001).

A regeneragao inicia aproximadamente seis horas apos a leséo
(Ferreira, 2001). Logo, os axbnios sobreviventes da porg¢ao proximal formam os
primeiros brotos ou neuritos nos locais correspondentes aos nodos de Ranvier,
que por esse motivo, recebem o nome de zona germinativa (Ide, 1996; Ferreira,
2001). Cada axénio emite 2 a 3 neuritos em diregdo ao O6rgao-alvo para
reconexao e restabelecimento da funcdo (Lundborg, 1987; Fawcett e Keynes,
1990; Ide, 1996).

A expansao distal da extremidade de cada neurito € o cone de
crescimento, uma protuberancia formada pelo acumulo de estruturas como as
mitocdndrias, reticulo endoplasmatico liso e microtubulos, originando varios
filopddios ricos em actina que se movem ativamente, explorando o ambiente
através de movimento amebdide (Lundborg, 1987; Fawcett e Keynes, 1990;
Verdu et al., 2000; Burnett e Zager, 2004).

A interacao do cone de crescimento e dos neuritos com as substancias
do meio extracelular até o alvo é um fator importante no processo de regeneragéo
nervosa. Alguns autores demonstram a acgao estimulatéria de moléculas
localizadas na matriz extracelular e citam o papel relevante que as células de
Schawnn desempenham devido as moléculas de sua membrana basal, que
atuam como fatores promotores de neuritos, dentre elas a laminina e a

fibronectina (Fawcett e Keynes, 1990; Seckel, 1990; Ide, 1996).
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Ide (1996) relata que na fase de regeneragao ha aumento da expressao
de moléculas de adesao celular neural (NCAM) e da N-caderina nas areas
axbnio-axénio e na jungao axbénio-célula de Schwann, devido a sua relagédo com o
crescimento axonal.

Entre outras moléculas sintetizadas pelas células de Schwann que
merecem destaque na regeneragado nervosa, incluem-se os fatores neurotréficos,
que sao polipeptideos e podem ser divididos em duas classes: as neurotrofinas e
as neurocitocinas. Dentre a familia de neurotrofinas, destaca-se o fator de
crescimento do nervo (NGF), fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
neurotrofinas NT-3, NT-4/5 e NT6 e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF).
Como exemplos de neurocitocinas, podem ser citados o fator neurotrofico ciliar
(CNTF), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), interleucinas (IL) e o fator
transformador de crescimento (TGF) (Evans, 2001; Dubovy, 2004; Omura et al.,
2005).

De forma ampla, estes fatores influenciam na atividade neural,
incluindo-se a atividade sinaptica; promovem o desenvolvimento durante o
periodo embrionario; a manutencdo e sustentacdo durante a vida adulta e a
sobrevivéncia dos neurbnios apds a lesdo nervosa (Omura et al., 2005). Sabe-se
que apos lesdo nervosa ocorre interrupgcao do fornecimento desses fatores via
transporte axonal retrégrado dos érgaos-alvo para o corpo celular. Os macrofagos
estimulam e liberam interleucinas, que atuam como agentes quimiotaxicos para
as células de Schwann e estas passam a produzir tais fatores em niveis elevados
por cerca de duas semanas, de forma a proteger os neurbnios e estimular a
regeneragao axonal, inibindo a apoptose (lde, 1996; Ceballos et al., 1999;

Terenghi, 1999; Dubovy, 2004; Johnson, Zoubos e Soucacos, 2005).
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Diante dessas condi¢cbes apropriadas, Gorio et al. (1983) citam que o
aumento do brotamento e crescimento de neuritos, com formacao de sinapses
durante os primeiros dias de reinervagao, indicam que o estimulo nervoso pode
ser liberado ao musculo. Com a chegada do neurito ao musculo, inicia-se a
reinervacdo do musculo, havendo a poliinervagdo. Assim que o contato sinaptico
€ restabelecido, o nervo estimula o musculo a sintetizar acetilcolinesterase e
diminuir a sintese de receptores extrajuncionais, diminuindo a liberagéo de fatores
neurotroficos. A membrana pés-sinaptica entdo desencadeia o mecanismo de
eliminagao sinaptica, fornecendo substancias que inibem o crescimento dos
neuritos e, por sua vez, os neuritos regenerados transformam-se em terminal
nervoso, enquanto o cone de crescimento € transformado em bot&o sinaptico. A
partir dai se estabelece a monoinervacao.

Mesmo ao final desse processo, permanecem alteragbes morfoldgicas
nos axonios regenerados, que sofrem modificagdes durante a fase de maturagao.
O calibre dos axbnios regenerados e a espessura de suas bainhas de mielina
aumentam, havendo recuperagao progressiva da velocidade de condugéao

nervosa e eficacia da transmisséao sinaptica (Verdu et al., 2000).

2.4 CONSEQUENCIAS DA DESNERVACAO

A unidade motora compreende o motoneurdnio e todas as fibras
musculares por ele inervadas (Lundy-Ekman, 2004). O mecanismo fisioldgico de
ativacdo muscular inicia quando os motoneurdnios alfa despolarizam e o potencial
de acado passa rapidamente ao longo de seus axonios, se difundindo através da

fenda sinaptica, onde a acetilcolina é liberada para se ligar aos respectivos
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receptores na membrana poés-sinaptica (Lundy-Ekman, 2004; Chen, Yu e
Strickland, 2007).

A interrupgado da comunicagao nervo-musculo provoca perda imediata
da atividade voluntaria e reflexa do musculo, alterando a excitabilidade da
membrana, que diminui seu potencial de repouso e as fibras musculares tornam-
se hipersensiveis a acetilcolina (Nelson, Hayes e Currier, 2003; Ashley et al.,
2005).

De acordo com o tipo de lesdo nervosa periférica, a resposta do
musculo a desnervagdo sera transitéria ou permanente (Robinson e Snyder-
Mackler, 2001). Nesse sentido, diversos estudos demonstram que os eventos
desencadeados pela desnervagao sao percebidos precocemente, logo no terceiro
dia pos-desnervagao e estdo ligados a alteragcbes na homeostasia energética,
como a redugao na sensibilidade a insulina, redugdo da expressdo génica dos
transportadores GLUT1 e GLUT4, na capilarizacdo das fibras musculares,
proliferagdo de tecido conjuntivo intramuscular, hipotrofia muscular, redugcado das
reservas de glicogénio, da forga e da resisténcia a fadiga (Jozsa et al. 1990;
Deschenes, Maresh e Kraimer, 1997; Silva, Guirro e Cancelliero, 2004).

Uma das caracteristicas mais evidentes observadas apds desnervagao
€ a atrofia muscular, que pode variar consideravelmente entre espécies, entre
individuos da mesma espécie, entre musculos do mesmo individuo e até entre
fibras do mesmo musculo (Eberstein e Eberstein, 1996).

A atrofia muscular pode ser considerada um mecanismo de adaptagao
as condi¢des impostas, na tentativa de reduzir a sobrecarga em uma regidao com
pouca funcionalidade, ou como respostas das fibras musculares ao

microambiente. A atrofia se deve a diminuicdo ou auséncia da sintese protéica e
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ao aumento da protedlise miofibrilar, acompanhadas pelo aumento de proteases
lisossomais e de calcio (Engel e Franzini-Armstrong, 1994; Lu, Huang e Carlson,
1997).

A desnervagao também promove diminuicdo do diametro da fibra e da
forca muscular, devido a redugcdo na quantidade de miofilamentos de actina e
miosina. A auséncia de estimulo nervoso sobre os musculos faz com que haja
transformacao de fibras no sentido de lenta para rapidas e, conseqlientemente,
aumento da velocidade contratil destas fibras (Pette e Staron, 2001; Sheffler e
Chae, 2007). Johnson, Zoubos e Soucacos (2005) relatam que a transi¢cdo dos
tipos de fibras é dependente da inervacdo, mostrando que € o nervo quem
determina o tipo de musculo (de contragao rapida ou lenta).

Outra alteracdo observada apds desnervacdo € o aumento de tecido
conjuntivo, que acarreta prejuizos a fungao muscular, pois afeta a troca de
materiais entre o leito vascular e as fibras musculares, além de afetar o
crescimento axonal durante a reinervagao (Lu, Huang e Carlson, 1997).

Em humanos, quando o tempo transcorrido da lesdo nervosa é superior
a cinco anos, a proliferagdo do tecido conjuntivo do musculo e a substituigcdo por
tecido adiposo sdo elevadas, o que limita a capacidade do musculo de

desenvolver tensao ativa (Kern et al., 2002).

As alteracbes musculares decorrentes da desnervacdo estao
relacionadas a diminuicdo da atividade do musculo e a morosidade para
restauragcado da fungcdo motora (Dow et al., 2004; Johnson, Zoubos e Soucacos,
2005).

Apesar da capacidade do sistema nervoso periférico de regenerar seus

axbnios, a recuperagao funcional e morfolégica sdao frequentemente pobres,
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sendo raramente completa e perfeita, apesar da utilizagao de técnicas modernas
de reconstrugdo, pois inumeros fatores influenciam na regeneracdo da fibra
nervosa, principalmente na neurotmese (Gordon, Sulaiman e Boyd, 2003; Monte-
Raso et al., 2006; Chen, Yu e Strickland, 2007).

A regeneragao nervosa pode ser lenta devido alguns fatores que
dificultam o reparo motor apdés a desnervacdo, dentre eles: 1- o broto pode nao
crescer ao longo do tubo endoneural do nervo distal devido a colagenizagéo
desses tubos e fragmentagdo da lamina basal das células de Schwann; 2- o
musculo se torna menos receptivo aos axénios motores devido a perda de fibras
musculares, fibrose e exaustdo das células satélites (Bain et al., 2001, Ferreira,
2001). Monte-Raso et al. (2006) relatam que a natureza e o nivel da lesdo, o
tempo de desnervacao, o tipo e o didmetro das fibras nervosas afetadas, a idade
do individuo e outras variaveis individuais também sao responsaveis pelo sucesso
da regeneracgao.

Entretanto, ja esta estabelecido na literatura o tempo de regeneragao
nervosa apés esmagamento. Mira (1979) observou que apdés esmagamento do
nervo isquiatico de ratos, fibras nervosas regeneradas estdo presentes no nervo
distal em torno do 10° ao 15° dia, com retorno da normalidade no 2° més, porém a
variagao nos diametros das fibras permaneceu mesmo depois de dois anos da
lesao.

O estudo de Gorio et al. (1983) corrobora estes resultados, apontando
que 25% das fibras musculares ja estdo poli-inervadas em aproximadamente 15
dias ap6s o esmagamento do nervo isquiatico em ratos, e aos 25 dias, o pico de
poliinervagao € atingido e a atividade mecéanica do musculo esta parcialmente

recuperada. Por volta do 26° ao 60° dia, os contatos sinapticos excessivos sao
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eliminados e a fibra muscular torna-se monoinervada e, em 90 dias, o tamanho
das jungdes neuromusculares regeneradas ja esta quase recuperado, ocupando
quase que completamente a fenda pds-sinaptica.

Considerando a necessidade de minimizar as limitagdes impostas pela
desnervacao no sistema neuromuscular, diversos recursos podem ser aplicados

para acelerar o processo de recuperacao funcional.

2.5 ESTIMULAGAO ELETRICA E LESAO NERVOSA PERIFERICA

Diversos estudos experimentais tém investigado a influéncia da
estimulacdo elétrica sobre a regeneragao de fibras nervosas (Tam et al., 2001;
Love, Son e Thompson, 2003; Cheng e Lin, 2004).

A estimulagdo elétrica € um recurso aplicado através de pulsos
elétricos, que geram potenciais de ac&do e estimulam musculos, nervos periféricos
e demais tecidos, proporcionando uma gama de beneficios terapéuticos (Sheffler
e Chae, 2007).

A efetividade da estimulacdo elétrica depende dos parametros de
estimulo e do padrao da estimulacdo, dentre os quais estdo a amplitude, a
duracao do estimulo, a frequéncia de pulso, a duragado dos trens de pulso e o
intervalo entre eles. Entretanto, ha controvérsias a respeito do padrao mais
adequado a ser utilizado a fim de reverter os efeitos deletérios da desnervacao
(Eberstein e Eberstein, 1996).

Estudo prévio aborda a importancia de se considerar as variaveis
relacionadas a utilizagdo deste tipo de tratamento, entre elas o tempo de

estimulacado ou o numero de contragcdes que o musculo sofre durante uma sessao

de tratamento (Dow et al., 2004). Os autores relatam que o niumero de contragdes



30

parece ser determinante na manutencdo das propriedades do musculo
desnervado, mostrando que um numero pequeno de contracdes diarias nao é
suficiente para minimizar a atrofia. Por outro lado, apontam que um numero
excessivo de contragdes diarias pode aumentar o dano ao tecido, pelo excesso

de energia aplicada durante a estimulagao elétrica.

Na pratica clinica, a utilizacdo de corrente elétrica € benéfica em casos
de desnervacgao parcial ou total, principalmente por seu efeito no tecido muscular,
retardando o processo de atrofia e desacelerando a rapida proliferacdo de tecido
conjuntivo (Decherchi et al.,, 2003; Fernandes et al., 2005), favorecendo a
manutencdo das caracteristicas morfométricas e bioquimicas do musculo
desnervado, o que auxilia na recuperagao muscular observada no periodo de
reinervacgao (Carter et al., 1998).

Entretanto, o papel da estimulacao elétrica para o brotamento axonal é
controverso, havendo relatos de efeitos positivos, facilitando o crescimento de
axbénios em regeneracgao, quando aplicada no nervo proximal a lesao (Al-Majed et
al., 2000; Brushart et al.,, 2002; Gordon, Sulaiman e Boyd, 2003) e negativos
quando a estimulacao elétrica é aplicada no musculo, devido a reducéo da oferta
de fatores tréficos aos axdnios em regeneragdo (Hennig 1987; Lieber, 2002;
Love, Son e Thompson, 2003).

Duas formas de aplicacdo da estimulacdo elétrica tém sido utilizadas
em modelos experimentais: a crénica e fasica.

A eletroestimulacdo crbnica € aplicada por periodos superiores a 8
horas diarias, sendo que em animais experimentais utiliza-se, normalmente,
eletrodos e eletroestimuladores implantados. Este tipo de estimulagdo nao é

comum na clinica devido ao risco de lesbes e infecgdes, uma vez que envolve
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procedimento cirurgico (Windisch et al., 1998; Dow et al., 2004; Dow, Faulkner e
Dennis, 2005).

Os resultados da estimulagao elétrica muscular crénica tém se
apresentado bastante controversos. Ha estudos que utilizam eletroestimulagao
cronica, seja de baixa ou alta frequéncia, cujos autores acreditam que ela afete a
musculatura de humanos da mesma maneira que a de animais, aumentando a
capacidade oxidativa do musculo, o numero de capilares e promovendo alteracio
dos tipos de fibras musculares, além de manter as propriedades contrateis e
metabdlicas do musculo desnervado, o que favorece o restabelecimento da
fungcdo motora apds a reinervagéo (Cole e Gardiner, 1984; Pette e Vrbova, 1999;
Decherchi et al., 2003; Dow et al, 2004; Dow, Faulkner e Dennis, 2005; Marqueste
et al., 2006).

Por outro lado, ha evidéncias de que, quando aplicada diretamente ao
musculo, provoca atraso da reinervagdo (Hening, 1987), provavelmente por
interferir na produ¢cado de moléculas facilitadoras da reinervagdo, como a NCAM
(Neural Cell Adhesion Molecule), o IGF (Insulin Growth Factor-1), a tenascina,
HPG (Heparan-Sulfate Proteoglican) e a glicoproteina glicotransferase. Como
essas moléculas sao estimuladas quando ha diminuicdo ou auséncia de estimulo
elétrico e mecanico no musculo, a estimulagao elétrica muscular crénica pode
diminuir a expressdo dessas moléculas, diminuindo, portanto, a capacidade de
reparo nervoso e consequente reinervagdo muscular (Gorio et al., 1983; Engel e
Franzini-Armstrong, 1994; Lieber, 2002).

Tam et al. (2001) observaram que a atividade neuromuscular intensa,
por meio do exercicio de corrida em roda ou eletroestimulagao crdnica continua

(F=20Hz) durante 8 horas diarias, causam efeito deletério sobre a unidade motora
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e diminuicdo do numero de brotos nodais e terminais, sendo o numero de
terminacgdes inervadas por axdénios regenerados reduzido de 41% para 5% apos
uma extensa desnervacao. Eles justificam que a atividade neuromuscular e o
aumento da concentragao de calcio pela estimulagédo podem inibir a liberagcéo de
fatores de crescimento neural.

Love, Son e Thompson (2003), mostraram resultados semelhantes em
estudo com os musculos soleo e gastrocnémio parcialmente desnervados e
submetidos a eletroestimulagdo crénica, onde houve diminuicdo do brotamento
axonal por inibicdo da formagao de pontes entre os processos de células de
Schwann entre jungdes neuromusculares inervadas e desnervadas.

Para Eberstein e Eberstein (1996), a estimulagdo de musculos
desnervados nao impede efetivamente a regeneragdo axonal. No entanto, os
beneficios da eletroestimulagdo sdo observados apenas quando um padrao
apropriado de estimulo for aplicado, ou seja, quando o padrao de estimulagao for
semelhante ao do motoneurénio normal (Nix e Hopf, 1983; Eberstein e Eberstein,
1996).

Dos estudos que avaliaram a estimulagdo elétrica crénica de baixa
freqUéncia sobre o processo de regeneragao nervosa, a maior parte se refere ao
nervo proximal a lesdo e aponta respostas benéficas sobre a regeneragao
nervosa (Nix e Hopf, 1983; Brushart et al., 2002).

Nix e Hopf (1983) evidenciaram aumento da velocidade de regeneragao
nervosa apos axoniotmese em nervo isquiatico de coelhos, seguido de
eletroestimulagéo cronica durante 24 horas, por 4 semanas. Na segunda semana

apo6s a lesdao a recuperagdo funcional foi melhor que no grupo somente
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desnervado. Eles sugeriram que a estimulagdo nervosa periférica induz ativagcao
central e periférica, resultando em aumento da regeneracao.

Gordon, Sulaiman e Boyd (2003) verificaram o efeito da estimulagao
elétrica sobre o tempo de regeneragao axonal apds secg¢ao do nervo femoral em
ratos, seguida de neurorrafia e estimulagdo continua do nervo proximal durante
duas semanas. Observaram que a eletroestimulacdo (20Hz) aplicada 24
horas/dia acelerou a regeneragdo de axbnios motores, havendo reinervagao
motora apods trés semanas, 0 que na auséncia de estimulos elétricos ocorre
preferencialmente apds oito semanas. Como este protocolo era inviavel para a
clinica, diminuiram o periodo de estimulacdo para uma hora ao dia, observando
aceleragao no crescimento de axdnios através do local da reconexao.

O estudo citado anteriormente baseou-se no experimento de Al-Majed
et al. (2000), que utilizou o mesmo protocolo de estimulagao, fato que permitiu
determinar que o periodo de regeneragao axonal e a PMR (preferential motor
reinervation) podem ser acelerados pela estimulagao elétrica do nervo proximal a
axoniotmese. Apods trés semanas, observaram motoneurdnios projetados para o
musculo e para o tecido cutdneo, o que normalmente se observa em oito
semanas apo6s a neurorrafia. Os autores atribuiram esse fato ao aumento da
expressdo de TrKb (Tirosine Kinase B), uma substancia tréfica presente no
processo de regeneracao, cuja agao parece estar ligada a proliferagao de células
de Schwann.

Brushart et al. (2002) analisaram dois mecanismos para reduzir a
regeneragao axonal “desordenada” usando a eletroestimulacdo continua de 20
Hz, 1hora/dia no nervo proximal a lesdo: 1. sincronismo do crescimento através

da sutura do nervo femoral de ratos e 2. aumento da velocidade da regeneragao
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do axbénio motor em direcdo ao segmento distal do nervo. Verificaram que,
embora muitos axdnios tivessem atravessado o local da sutura entre a terceira e
quarta semana, a estimulacao elétrica aumentou a passagem dos brotos axonais
entre o0 4° e 7° dia, sendo que apenas alguns brotos atravessaram apds duas
semanas. Concluiram que, a estimulagdo promove o inicio da regeneragao do
axbnio motor, sem no entanto aumentar esta velocidade .

Em 2005, Brushart et al. realizaram seccédo do nervo femoral de ratos,
utilizando o mesmo protocolo de estimulacdo elétrica. Observaram que uma
média de 40% dos neurbnios motores reinervaram o musculo sem estimulacgéao e,
com a estimulagéo, 75% dos axénios retornaram ao tecido de origem.

Outro tipo de estimulagao elétrica utilizada apds desnervagdo € a
estimulacao elétrica fasica de baixa freqliéncia, caracterizada por um periodo de
intervencao que nao ultrapassa 20 a 30 minutos (Kern et al., 2002; Fernandes et
al., 2005; Rocha, 2006).

Considerando que esta € a modalidade utilizada na clinica, estudos
apontam seus resultados positivos em relacdo a excitabilidade e condigdes
metabdlicas do musculo (Silva et al., 1999), favorecendo o remodelamento do
tecido conjuntivo, minimizando a atrofia (Kanaya e Tajima, 1992; Fernandes et al.,
2005) e diminuindo os niveis de mRNA da atrogina -1 e myoD (Russo et al.,
2007), possibilitando melhor recuperagao funcional apds reinervagao.

Polacow et al. (2003), utilizando estimulagao fasica de baixa frequéncia
(pulsos quadrados bifasicos, f= 10Hz, T= 3ms, i= 5mA, on/off de 2:2, 20 min/dia)
associada a metformina durante 15 dias em musculo s6leo desnervado de ratos,
observaram redug¢ao na densidade de area de tecido conjuntivo e aumento na

quantidade de granulos de glicogénio. Tais resultados sugerem uma melhora das
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condigdes metabdlicas das fibras.

Fernandes et al. (2005) e Rocha (2006), apés esmagamento do nervo
isquiatico e estimulacao fasica do musculo séleo de ratos (30 min/dia, durante 20
dias), seguindo os mesmos parametros definidos por Polacow et al. (2003),
observaram que a estimulacao aplicada foi suficiente para minimizar a atrofia e a
proliferacéo de tecido conjuntivo no musculo desnervado.

Russo et al. (2007) aplicaram estimulagdo fasica no musculo tibial
anterior de ratos desnervados (f= 20Hz, on/off= 3:6, 20 contra¢des/sessao a cada
48h, durante 28 dias) e verificaram que os niveis de mRNA da atrogina- 1 e da
myoD, genes relacionados a degradacéao protéica e miogénese, respectivamente,
reduziram significativamente no grupo eletroestimulado.

Apesar dos beneficios da estimulagao elétrica fasica sobre os musculos
desnervados, poucos estudos encontram-se disponiveis na literatura utilizando
modelos experimentais e analise da influéncia deste tipo de corrente sobre a
regeneragao nervosa.

Sebille e Bondoux-Jahan (1980) analisaram os efeitos da estimulagao
muscular fasica aplicada durante 30 minutos diarios, no curso da reinervacao e
crescimento axonal apds axotomia por congelamento do nervo fibular comum de
ratos e observaram aceleracido da taxa de recuperacédo da fungdo motora.

Cheng e Lin (2004) estudaram diferentes protocolos de estimulagao
elétrica muscular (30 min/dia, durante 3 semanas) sobre a regeneragao de nervos
seccionados e reparados com tubos de silicone. Houve diminuicdo da area da
fibra nervosa sem afetar o numero de fibras mielinizadas e aumento da densidade

da fibra nervosa e do nimero de axonios.



36

Considerando a frequéncia de utilizacdo da estimulacao elétrica na
clinica, estudos que comprovem seus beneficios para o nervo sdo necessarios.
Outra forma de acelerar o processo de regeneragao e reparacao do

tecido nervoso € através do exercicio fisico, dentre eles o exercicio de natagao.

2.6 EXERCIcIO Fisico E REGENERACAO NERVOSA

Recentemente, diversas pesquisas tém evidenciado que a atividade
fisica em geral mantém a homeostase do organismo, a integridade cérebro-
vascular, a funcdo cardiorrespiratéria, aumenta as conexdes dendriticas e a
eficiéncia de processamento de fungbes no sistema nervoso central (Jones e
Carter, 2000; Meek et al., 2004; Molteni et al., 2004; Radak et al., 2006).

No sistema musculoesquelético, a pratica de exercicios tem estimulado
significativas mudancas histolégicas, bioquimicas e funcionais, proporcionando
maior eficiéncia muscular devido a hipertrofia, aumento da vascularizagdo pelo
aumento dos capilares sanguineos, ganho de peso muscular e aumento do
fornecimento de energia, devido ao aumento do numero e tamanho das
mitocdndrias (Herbison e Gordon, 1973; Nakao et al., 2000; Possebon et al.,
2001; Sakakima et al., 2004; Ciabattari, Dal Pai e Dal Pai, 2005; Tanaka, Tsubaki
e Tachino, 2005).

O aumento da atividade contratil resulta também na melhora do
metabolismo do glicogénio, desencadeando aumento da expressao da proteina
GLUT4, um transportador de glicose responsavel pela homeostasia glicémica da
fibra muscular, que resulta em elevacdo da sensibilidade insulinica de todo o
corpo, proporcionando maior captacado de glicose (Possebon et al., 2001; Tsai et

al., 2006).
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A resposta ao exercicio depende da duragao, intensidade e freqtiéncia
de realizacao (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1982; Terada e Tabata, 2004) e esta
associada a condi¢cao do individuo no inicio da atividade, potencial genético e
idade (Jones e Carter, 2000).

Do mesmo modo que o aumento da atividade neuromuscular provoca
adaptacdes na célula muscular, a interrupgdo ou diminuicdo desta também
determina mudancgas responsaveis por alteragao funcional, como ocorre em casos
de desnervacao, seccido da medula espinhal, imobilizagdo, suspensdo do
membro, microgravidade e destreinamento (Cardoso, 2004; Deschenes, Tenny e

Wilson, 2006).

Diversas formas de atividade fisica tém sido estudadas
experimentalmente para acelerar a recuperagao funcional apds a lesdo nervosa
periférica. Entretanto, poucos estudos citam o impacto da atividade fisica aplicada
na fase de desnervagao-reinervacdo do musculo sobre o processo de
regeneragao nervosa (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; Van Meeteren et al.,
1997a; Byun et al., 2005, Seo et al., 2006).

A maioria dos estudos discute os efeitos do exercicio na fase de
reinervacao — aproximadamente duas semanas apos a lesdo nervosa — afirmando
que deve haver um periodo de repouso antes do exercicio (Herbison, Jaweed e
Ditunno, 1974, 1980a, 1982; Sarikcioglu e Oguz, 2001; Tam et al., 2001).

Herbison, Jaweed e Ditunno (1974, 1980a) relataram que ndo havia
estudos na literatura apontando a melhor intensidade e o momento ideal para
iniciar o exercicio apds lesdo nervosa, entretanto, baseados na hipotese de que o
dano muscular pode ocorrer durante o curso da reinervagao, quando o numero de

unidades contrateis € menor ou a intensidade de exercicio nesta fase pode ser
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mais alta, acreditavam que a fase de reinervagao do musculo era a melhor para o
inicio do exercicio.

Para comprovar essa hipotese, propuseram um protocolo de exercicio
para ratos, apos lesao bilateral do nervo isquiatico, em que dois grupos de ratos
iniciavam a natagdao apods trés semanas da desnervacgao, treinando por trés
semanas, enquanto os outros dois grupos iniciavam apos quatro semanas da
desnervagéao, treinando por duas semanas. O beneficio foi maior no grupo que
iniciou o exercicio mais tardiamente. Por esse motivo, concluiram que o exercicio
precoce inibe o processo de reinervacao, por diminuir as propriedades contrateis
do musculo (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974).

Estudo desenvolvido por Gutmann e Jakoubek (1963), onde ratos
jovens foram submetidos a esmagamento bilateral do nervo isquiatico e, 24 horas
apos, a um programa de treinamento progressivo de natagao (3 ou 4x/dia por 60
minutos e intervalos de 90 minutos entre cada sessdo) durante 35 dias,
mostraram que a natacao intensa promoveu retardo no processo de maturagao do
nervo em regeneragado, pois houve diminuigdo do didmetro dos axbénios e
diminuicdo do conteudo total de nitrogénio do nervo, porém sem alteragdo do
numero de fibras nervosas regeneradas.

Tam et al. (2001) observaram que o aumento da atividade
neuromuscular, por meio do exercicio de corrida na roda ou eletroestimulagao,
durante 8 horas diarias, causa efeito deletério sobre a unidade motora e o
brotamento apds desnervacdo extensa (onde menos de 20% das unidades
motoras remanescentes estavam intactas), mas ndo em caso de desnervagao
moderada. Concluiram que, sob condigbes de atividade fisiolégica, como a

atividade na caixa, o brotamento axonal fisiolégico promove aumento no tamanho
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de unidades motoras durante a fase aguda da regeneracdo, ao passo que a
atividade nao fisioldgica pode ser deletéria.

Sarikcioglu e Oguz (2001) analisaram a influéncia do exercicio de
natacao aplicado em diferentes periodos da regeneragcdo apés esmagamento do
nervo isquiatico de coelhos treinados e sedentarios (10 min/dia, durante 10 dias).
O programa de exercicio teve inicio na 2% 3% e 4° semana de regeneragéo, em
diferentes dias. No grupo treinado da 4 semana de regeneragdo, os restos de
mielina tinham sido removidos e havia presenca de fibras mielinizadas quando
comparados ao grupo sedentario no mesmo periodo. Essa diferenca nao foi
encontrada nos demais grupos de regeneragcdo entre os animais treinados e
sedentarios.

Esses estudos foram reafirmados por Tam e Gordon (2003) que
apontam que apods desnervacao, a atividade precoce de corrida na roda por 8
horas diarias inibe o brotamento axonal, devido ao comprometimento da formacao
de pontes perisinapticas de células de Schwann, ocasionadas pela atividade
neuromuscular intensa sem, no entanto, inibir a sua proliferagdo. Porém, sugerem
que deve haver atividade de nivel moderado (atividade na gaiola), a fim de
minimizar os efeitos deletérios da desnervacgao.

Por outro lado, estes relatos divergem dos achados de Van Meeteren et
al. (1997a) que apontam que a atividade fisica na fase de desnervagao aumenta o
retorno da funcdo sensodrio-motora e persiste na fase tardia da reinervacgao,
apontando que o exercicio 24 horas ap6s a lesao por esmagamento do nervo
isquiatico pode ser benéfico para o crescimento axonal, maturacdo das fibras
regeneradas e recuperagdao das propriedades contrateis do musculo. Para

analisar os beneficios da fase tardia, os grupos experimentais foram observados
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aos 50, 75, 100, 125 e 150 dias apds a cirurgia de esmagamento do nervo
isquiatico por analise eletrofisiolégica. Aos 150 dias, a velocidade de condugao do
nervo motor era melhor nos grupos exercitados do que no grupo controle.

Marqueste et al. (2004) submeteram ratos a eletroestimulagcdo muscular
durante 5 horas/dia, na fase precoce da reinervacdo e ao exercicio em esteira
(1,5 hora, 2x/dia, 5 dias/semana, durante 10 semanas). Observaram que a
eletroestimulagao foi eficiente somente na manutengdo do peso muscular, por
proporcionar ativacao de maior quantidade de fibras musculares e que o protocolo
de exercicio proposto foi capaz de aumentar a resisténcia a fadiga, restaurar as
propriedades contrateis e a mecanosensibilidade do musculo, devido ao aumento
na liberacao de fatores neurotréficos ( BDNF, NT3 e NT4) apds a lesdo e aumento
na distribuicdo dos canais de potassio nas fibras regeneradas.

Byun et al. (2005) submeteram ratos a esmagamento do nervo
isquiatico e, apdés 72 horas, a exercicio em esteira (30 min/dia, por 12 dias
consecutivos). O exercicio foi efetivo na recuperagdao funcional, aumentando
rapidamente os valores do indice Funcional do Ciatico (IFC) a partir do 4° dia,
promovendo aumento do desempenho motor pela diminuigdo exagerada da
expressao do BDNF mRNA.

Seo et al. (2006) apontaram resultados semelhantes em seu estudo em
que ratos realizaram o exercicio na esteira apés 12 h do esmagamento do nervo
isquiatico (30 min, 2x ao dia, por 14 dias). Eles consideraram que a corrida
favoreceu a recuperagdo sensorio-motora e a regeneragdo axonal, verificada
pelos valores do indice funcional mais préximos ao normal, além de regular a

expressao da proteina Cdc2, sintetizada pelas células de Schwann.
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A maior parte dos estudos que avaliam a influéncia do exercicio fisico
em ratos utiliza estimulos negativos que visam incentivar os animais a realizar o
exercicio, como a ameaga de afogamento durante a natagdo (Gutmann e
Jakoubek, 1963) ou o uso de estimulos elétricos durante a corrida em esteiras
(Herbison, Jaweed e Dittuno, 1980 a, b; Van Meeteren et al., 1997a). Entretanto,
essa pratica pode causar estresse nos animais.

A atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) esta diretamente
ligada a resposta fisiolégica do organismo ao estresse. Considerando que o eixo
HHA libera hormbnios adrenocorticotréfico (ACTH) e corticosterona, altas
concentracbes séricas destes hormdnios sdo consideradas importantes
indicadores de estresse (Amako e Nemoto, 1998).

A elevagao da concentragao de glicocorticoides e cortisol na circulagéo
atua de maneira imunossupressora, diminuindo toda a cadeia imune inflamatéria,
e consequentemente a agdo de macrofagos e mastdocitos, podendo ocasionar
perda da homeostase e efeitos indesejaveis ao organismo (Amako e Nemoto,
1998; Oliveira et. al., 2004; Byun et al., 2005). Isso se torna prejudicial a
regeneragao nervosa, por refletir na qualidade da recuperagéo funcional motora
apos a lesao (Van Meeteren et al., 1997b; Amako e Nemoto, 1998).

Outra variavel que pode desencadear esse mecanismo de estresse € a
intensidade do exercicio, que varia entre as diferentes modalidades, sendo
determinada no exercicio de natagado pela adicdo de cargas progressivas em
relacdo ao peso corporal, impostas na cauda ou no térax do rato durante o
exercicio, enquanto na esteira € determinada pela velocidade (Gobatto et al.,

2001; Manchado et al., 2006).
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Van Meeteren et al. (1998), realizaram dois experimentos separados
com ratos apos esmagamento do nervo isquiatico. No primeiro, os animais
nadaram 180 min/dia, por sete dias previamente a lesdo ou por 14 dias
consecutivos apds a lesdo. No segundo, os animais foram exercitados em esteira
logo apdés o esmagamento (30 minutos, 2 vezes ao dia, na velocidade de
10m/min) durante 21 dias. A recuperagao funcional sensério-motora dos animais
submetidos a natacdo nao foi afetada pelo exercicio, porém os animais que
fizeram esteira tiveram sua recuperacao funcional retardada em consequéncia da
severidade do treinamento ou devido ao estresse causado pelo exercicio intenso.

Uma vez que a atividade do eixo HHA mostra relagdo direta com a
intensidade do exercicio, na clinica ha necessidade de cautela na prescricdo de
exercicio fisico a fim de evitar intercorréncias durante sua realizacdo, visto que
pequenas alteragdes na intensidade de esforco, especialmente acima da
transicdo metabdlica aerdbia/anaerébia, podem influenciar as respostas
fisiologicas especificas do exercicio (Manchado et al., 2006). Para a determinagao
precisa da carga de esforgco de acordo com os objetivos pretendidos, os
programas de tratamento devem ser baseados em testes que detectem o limiar
de anaerobiose (Voltarelli, Mello e Gobatto, 2004).

O limiar de anaerobiose pode ser definido como a intensidade do
exercicio sobre o qual a produgdo de energia pelo mecanismo aerobio é
suplementada pelo mecanismo anaerébio, fornecendo importantes informacgdes
acerca dos principais sistemas fisiolégicos envolvidos na realizacdo do exercicio

fisico (Wasserman et al., 1999).
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A concentragdo de lactato sérico aumenta exponencialmente com a
intensidade do exercicio e varia de acordo com o tipo de exercicio (Voltarelli,
Gobatto e Mello, 2002).

A produgdo de lactato em excesso pode provocar inibicdo da via
glicolitica, diminuindo o desempenho e contribuindo para fadiga. Além disso, o
lactato pode prejudicar as propriedades de contratilidade muscular, por interferir
na condutibilidade elétrica da membrana e na atividade metabdlica, modificando
variaveis fisiolégicas e bioquimicas, além de provocar alteracdes
cardiovasculares, respiratérias e enddcrinas (Jones e Carter, 2000).

Diante desses fatores, um estudo foi proposto por Gobatto et al. (2001)
onde ratos treinados e sedentarios foram submetidos a exercicio de natagcao para
determinar a Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL). As sessbes de natacgao
duravam 20 minutos e os animais suportavam carga de 5 a 10% do peso corporal,
durante seis semanas. O lactato sanguineo foi medido em repouso e a cada cinco
minutos do exercicio. Verificaram que os ratos sedentarios apresentavam MFEL
de 5,5 mmol/L de lactato com sobrecarga de 5 e 6% do peso corporal e os
treinados mantiveram este lactato com sobrecarga de 8% do peso, assim como
os dois grupos submetidos ao exercicio sem carga mostraram aumento no lactato
inicialmente, seguido de diminuicdo. Partindo deste resultado, os autores
submeteram os animais a treinamento prolongado com carga de 8% do peso,
durante 60 minutos e constataram que a MFEL nao se alterou.

Apesar de alguns estudos relatarem o fluxo de lactato durante o
exercicio de natacdo (Gobatto et al.,, 2001, Manchado et al.,, 2006), ndo se
encontra dados disponiveis na literatura determinando a intensidade de exercicio

para ratos desnervados.



44

2.7 PERSPECTIVAS DE RECUPERACAO FUNCIONAL

A recuperacdo das lesbes nervosas periféricas, em modelos
experimentais, €& estudada por meio de técnicas de eletrofisiologia,
histomorfometria e testes funcionais. Embora, os parametros morfoldgicos e
eletrofisiolégicos sejam uteis, nem sempre encontra-se correlagédo entre eles, por
isso se faz necessaria avaliagao funcional do grau de recuperacao (Hare et al.,
1992; Munro et al.,1998; Wolthers et al., 2005; Monte-Raso et al., 2006).

As avaliagdes funcionais sao facilmente realizadas em humanos, porém
de dificil aplicagdo em animais, o que motivou diversos pesquisadores a buscar
por técnicas de avaliagao funcional em estudos experimentais (Hare et al., 1992;
Varejao et al., 2004; Monte-Raso, Barbieri e Mazzer, 2006).

Gutmann (1942) citado por De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982),
observou que a inabilidade de coelhos para “abduzir os dedos” durante a marcha
apos lesao de nervo fibular poderia ser um parametro seguro para determinar o
grau de lesdo e recuperagao. Todavia seu método ndo permitia quantificacéo
dessa disfuncgao.

O método quantitativo conhecido como indice Funcional do Ciatico
(IFC), proposto por De Medinaceli, Freed e Wyatt, em 1982, permite a avaliagao
funcional da marcha, de forma nao invasiva, e do grau de recuperagao das lesdes
nervosas. Este método baseia-se em mensuragdes das impressdes das patas
posteriores de ratos submetidos a lesdo, obtidos durante caminhada num corredor
sob peliculas radiograficas. Quatro parametros sdo mensurados dos lados normal
e experimental, que permitem estabelecer o IFC por meio de uma equacéo,
dentre eles: O “TOF” distancia de uma pata a outra que corresponde ao

comprimento da passada, o “PL” distancia entre o 3° dedo e o calcaneo,
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corresponde ao comprimento da pata, o “TS” distancia do 1° ao 5° dedo que
corresponde a largura da pegada ou espalhar total dos dedos e “ITS” distancia do
2° ao 4° dedo, que corresponde a largura intermediaria da pegada ou espalhar
dos dedos intermediarios. Este método tornou-se reproduzivel e confiavel,
mostrando correlagdo com métodos convencionais.

Posteriormente, Carlton e Goldberg (1986) propuseram avaliagdo dos
indices Funcionais do Fibular (IFF), do Tibial (IFT) e do Ciatico (IFC). Bain,
Mackinnon e Hunter (1989) baseados em analise de regressao linear multipla,
modificaram as féormulas e aprimoraram as variaveis medidas nas impressoes das
patas dos ratos que determinavam os IFC, IFF e IFT. Os parametros utilizados
para o calculo foi PL, TS e ITS, excluindo a variavel TOF, por induzir os diversos
erros e assim diminuir a sensibilidade do indice.

Deste modo, a analise funcional da marcha tornou-se um teste bastante
utilizado para avaliar a fungdo nervosa em ratos, considerando que esta requer
uma reinervacdo das unidades motoras complexas pelo feedback sensorial
integrado corticalmente (Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996; Varejao et al.,
2001).

Estudos posteriores demonstraram que a correlagdo entre
funcionalidade e regeneragdo morfolégica do nervo periférico é bastante
controversa. Alguns autores relatam n&o haver correlagcdo dos métodos de
avaliagao histomorfométricos com o retorno da fungao sensaério-motora (Munro et
al., 1998; Varejao et al.,, 2004; Wolthers et al., 2005). Uma hipétese que pode
explicar este fato é que o periodo de mielinizagao ocorre antes do axdnio alcangar
0 orgao alvo, portanto este parametro ndo pode relatar recuperagao da fungéo

(Dash et al., 1996; Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996). Entretanto, ha estudos
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que demonstram estreita correlacdo entre a funcionalidade e a regeneracgao
morfoldgica do nervo isquiatico de ratos (Oliveira et al., 2001; Mendonga, Barbieri
e Mazzer, 2003; Monte-Raso et al., 2006).

Com base nas alteragbes morfoldgicas e fisioldgicas, as lesées do Tipo
| (neuropraxia) e do Tipo Il (axoniotmese) sdo totalmente reversiveis, onde a
recuperagao funcional ocorre rapida ou lentamente por desbloqueio da condugao
nervosa ou por regeneragao axonal, respectivamente (Burnett e Zager, 2004).

No entanto, na neurotmese ha necessidade de reparo cirurgico do
nervo. Normalmente ha presenca de tecido cicatricial interposto, retracido dos
cotos nervosos, necessidade de enxertos, tensao na regido da sutura e perda da
direcdo dos axénios, além da possibilidade de entrada de substancias deletérias
no sitio da lesdo, o que leva a um prognéstico menos favoravel (Ansselin, Fink e
Davey, 1997; Gordon, Sulaiman e Boyd, 2003).

De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982) observaram que a recuperagao do
nervo isquiatico apds seccao e reparo parece nunca ser completa, mesmo apos
um ou dois anos. No entanto, apés esmagamento, esta ocorre entre 16 e 25 dias.

Em 1996, Dash et al. analisaram histolégica e funcionalmente a lesao
por esmagamento, realizada durante 5 segundos no nervo isquiatico de ratos. A
recuperacgao funcional atingiu os niveis controle em trés semanas, porém, em
analise histoldgica, a melhora foi observada somente apds este periodo.

Entretanto, apesar da capacidade de recuperagao funcional, o ritmo de
regeneragao varia entre as espécies, sendo que em ratos o crescimento axonal
ao longo do tronco nervoso é de 3-4 mm ao dia apds esmagamento e de 2,5 mm
apos seccgao (Gorio et al., 1983; Stoll e Mdller, 1999) e em humanos, de Tmm ao

dia ap6s esmagamento (Grant, Goodkin e Kliot, 1999).
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Nesse sentido, a associacdo dos métodos de analise é fundamental,
pois quantifica os resultados de diferentes protocolos de tratamento que visam

acelerar o processo de regeneragao nervosa.
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3 OBJETIVO

Avaliar a influéncia de um protocolo de eletroestimulacdo muscular
fasica de baixa frequéncia, do exercicio de natacdo livre, bem como da
associagao entre ambos, sobre as caracteristicas morfolégicas e funcionais do

nervo isquiatico regenerado apds axoniotmese.
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4 MATERIAL E METODOS
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo

Animal, da Universidade Federal de Sao Carlos (protocolo 027/2006).

4.1 ANIMAIS
Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com idade entre 6 e 7
semanas e peso médio de 222,05 (x42,2g), mantidos no Biotério da Faculdade de
Ciéncias da Saude - Universidade Metodista de Piracicaba (FACIS - UNIMEP).
Durante o experimento, os animais permaneceram em gaiolas
individuais de polietileno, com ragédo (Purina para roedores) e agua “ad libitum”,
ciclo fotoperiédico de 12 horas claro e 12 horas escuro, sob temperatura

controlada (23 +2°C).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram subdivididos aleatoriamente em 6 grupos (n=6):

Grupo Controle (C): Os animais deste grupo foram mantidos na gaiola
durante 22 dias, sem qualquer intervencéo.

Grupo Desnervado (D): Os animais foram submetidos a leséo por
esmagamento do nervo isquiatico e mantidos nas gaiolas por 22 dias.

Grupo Desnervado + Eletroestimulacdo (DE): Os animais foram
submetidos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico e a Eletroestimulagéo
(EE) apds 24 horas da lesado, diariamente, respeitando-se os finais de semana,
até completar 22 dias.

Grupo Desnervado + Natacdo (DN): Os animais foram submetidos a
lesdo por esmagamento do nervo isquiatico e a Natagao Livre (NL) apds 24 horas

da leséo, diariamente, respeitando-se os finais de semana, até completar 22 dias.
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Grupo Desnervado + Natacdo + Eletroestimulacdo (DNE): Os
animais foram submetidos a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico, seguido
de Natacao livre (NL) e Eletroestimulagao (EE) iniciado 24 horas apés a leséo,
diariamente, respeitando-se os finais de semana, até completar 22 dias.

Ao final do experimento foi realizada a coleta do nervo isquiatico e, em

seguida, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 indice Funcional do Ciatico (IFC)

Para o registro do indice Funcional do Ciatico (IFC), os animais foram
previamente treinados a caminhar no dispositivo utilizado para analise, sendo
posteriormente coletadas as impressdes das patas posteriores de cada animal
(De Medinaceli, Freed e Wyatt, 1982).

Para obter as impressbes das pegadas, a face plantar das patas
posteriores normal e experimental foi pintada com tinta preta de impressao digital
e, em seguida, os animais foram colocados para caminhar na passarela de
marcha com dimensdes de 42 x 8,2 cm, revestida por tiras de papel sulfite A4
branco. Essa passarela termina numa caixa em uma de suas extremidades, com
fraca luminosidade em seu interior, onde o animal procurava se abrigar apés o
percurso, deixando suas pegadas impressas (De Medinaceli, Freed e Wyatt,

1982; Strasberg et al., 1996; Varejao et al., 2004), como mostra a figura 1.
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Figura 1 - Passarela de marcha mostrando o
registro das pegadas.

O registro das impressdes plantares no periodo pré-operatério foi
realizado previamente a lesdo nervosa e utilizado como parametro inicial para
comparagao e avaliagao dos registros pés-operatérios (PO) obtidos no 7°, 14° e

21° dias.

4.3.2 Protocolo de Esmagamento do Nervo Isquiatico

Os animais foram pesados e posteriormente anestesiados com injecao
intramuscular de uma mistura de Ketalar® (Cloridrato de Cetamina) 50mg/mL e
Rompun® (Cloridrato de Xilazina) 2g/100mL, na proporgdo de 1:1 e dose de
0,3mL/100g de peso corporal, conforme estudo piloto realizado anteriormente
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Plasticidade Neuromuscular da

UNIMEP.

Em seguida, os animais foram posicionados em decubito ventral e
submetidos a tricotomia manual e assepsia da regido glutea esquerda, sendo

realizada uma incisdo cirurgica de aproximadamente 2 cm sobre a pele,
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acompanhando o trajeto da projecao do nervo isquiatico sobre a superficie. Apos
a incisao, os planos musculares foram afastados até a visualizagao, exposicao e
acesso ao nervo, sendo realizado o esmagamento nervoso utilizando-se de uma
pinga hemostatica Erwin-Guth® de 12 cm, com as extremidades envolvidas por
micropore, a fim de evitar o rompimento das bainhas conjuntivas do nervo (Figura

2 AeB).

O esmagamento do nervo isquiatico esquerdo foi realizado por meio de
quatro pingamentos, com duragao de 20 segundos e intervalo de um segundo
entre eles (Fernandes et al., 2005), como mostra a figura 2 B, sendo a pressao de
pincamento padronizada para todos os animais, utilizando-se como referéncia o

terceiro dente da pinca.

Apds o esmagamento nervoso, a estrutura do nervo era observada em
microscépio cirtrgico (D.F. VASCONCELLOS® — modelo 22654), evidenciando-se
uma “transparéncia” no local do esmagamento nervoso, com preservagao dos
envoltérios conjuntivos, o que caracteriza uma lesdo nervosa do tipo axoniotmese

(Figura 2 C).
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Figura 2 - Nervo isquiatico integro (A), Esmagamento do
nervo isquiatico (B), aspecto macroscépico do
nervo esmagado (C).

Em seguida, os planos muscular e cutaneo foram suturados com fio de

algodao 6-0 ETHICON. No primeiro e segundo dia pds-operatério administrou-se
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4L de analgésico (Dipirona Sddica - 500 mg/mL), por via oral e PVP (Povidine) —

| 10% sobre o local da incisédo, a cada 12 horas.

4.3.3 Protocolo de Estimulacao Elétrica (EE)

Apds 24 horas do esmagamento nervoso, os animais dos grupos DE e
DNE foram previamente anestesiados com uma mistura de Ketalar® (Cloridrato de
Ketamina) 50mg/mL e Rompun® (Cloridrato de Tiazina) 2g/100mL, na propor¢ao
de 1:1, na dose de 0,15 mL/100g de peso corporal e, em seguida, posicionados
em decubito dorsal para realizagdo do protocolo de eletroestimulagdo no musculo
soleo esquerdo.

As regides inguinal e posterior da pata esquerda foram tricotomizadas e
dois eletrodos percutaneos auto-adesivos (VALUTRODE®) com 1 cm? de area
foram acoplados: um sobre o musculo séleo e outro na regido inguinal (Figura 3),

utilizando-se gel como meio de contato entre a pele e eletrodo.

.

Figura 3 - Posicionamento dos eletrodos auto-adesivos
(seta azul = regido inguinal; seta vermelha =
regido posterior da pata).

Os animais foram eletroestimulados diariamente, 30 minutos ao dia, 5

vezes por semana, durante 22 dias, respeitando os finais de semana e mantendo
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intervalo de 24 horas a cada estimulagdo, realizado sempre no periodo

vespertino, totalizando 14 sessdes de EE.

A corrente elétrica foi gerada pelo equipamento DUALPEX 961°
(QUARK, Brasil) (Figura 4) com os seguintes parametros: forma de pulso
quadrada bifasica simétrica, tempo de duracao do pulso de 3ms, frequéncia de 10
Hz e intensidade de 5 mA, padronizada a partir da visualizacdo de contracao
vigorosa do musculo séleo, caracterizada pelo movimento de flexdo plantar,
sendo acrescida de 1 mA a cada 5 minutos, a fim de evitar acomodacido do

estimulo, e com duracéo de 30 minutos.

Figura 4 - Aparelho DUALPEX 961° utilizado
para eletroestimulagao.

4.3.4 Protocolo de Natacéo Livre (NL)

Os animais dos grupos DN e DNE passaram por um periodo de
adaptacdo a agua antes de iniciar o experimento. O protocolo de adaptagéo
consistiu em colocar os animais num tanque circular (JAPT®) com profundidade
de 60 cm e capacidade para 500 litros, adaptado para ratos (Figura 5), contendo

agua em profundidade de 30 cm (Gobatto et al.,, 2001), sem carga e com a
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temperatura mantida a 31 £2°C, por meio de um aquecedor acoplado ao préprio
tanque e por um aquecedor de aquario ligado a um termostato (Herbison, Jaweed
e Ditunno, 1974; Harri e Kuusela, 1986; Carvalho, 2001). A adaptacao iniciou com
20 minutos de exercicio no primeiro dia, havendo acréscimo progressivo de 10
minutos diarios, atingindo 60 minutos no quinto dia (Voltarelli, Gobatto e Mello,

2002).

Figura 5 - Tanque com aquecedor utilizado para a
adaptacao e exercicio dos animais.

Apds 24 horas da lesdo nervosa e o periodo de condicionamento, os
animais foram submetidos a natacéo diaria, em grupos de no maximo 6 animais,
utilizando-se apenas do proprio peso corporal (Figura 6 A e B), por um periodo de
14 dias, 30 minutos ao dia, 5 vezes por semana, durante 22 dias, respeitando-se
os finais de semana e mantendo intervalo de 24 horas a cada sessdo de
exercicio, realizado sempre no periodo matutino.

A temperatura foi a mesma utilizada para adaptacéo e o nivel da agua
foi mantido em torno de 40 cm de profundidade, a fim de evitar que o animal se

apoiasse no fundo e nas bordas do tanque.
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Figura 6 - Animais no tanque durante a natacao (A) e Destaque durante o exercicio (B).

Os animais foram colocados na agua e estimulados durante todo tempo
para evitar o uso de artificios, como ficar parado ou se apoiar na borda do tanque
para descansar, pois estes tendem a nadar energicamente por 5 - 10 minutos e,
em seguida, permanecem em posic¢ao de flutuacdo, mantendo-se imdveis e com a
cabeca fora da agua (Van Meeteren et al., 1997a). Esse estimulo era realizado
por meio de toques delicados nos animais, com um bastdo de madeira, tomando-
se o cuidado de evitar o estresse, visto que a ameaca de afogamento induz ao
estresse e pode causar alteragdes fisioldgicas, comportamentais e psicologicas
negativas na recuperagao funcional apds lesao (Gutmann e Jakoubek, 1963; Van
Meeteren et al., 1997a).

Apos cada sessdo de exercicio, os animais eram secados com toalhas
de pano, escova e jato de ar quente, produzido por um secador (TAIFF RS-3%).

Em seguida, eram realocados nas respectivas gaiolas.

4.3.5 Coleta e Processamento do Nervo Isquiatico

Apods o periodo de 6 ou 22 dias de sobrevida estipulado para cada
grupo, os animais foram novamente pesados e anestesiados, da mesma forma

que para o procedimento de les&o nervosa.
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O nervo isquiatico esquerdo foi exposto cirurgicamente e fixado in situ a
4°C, durante 10 minutos, com fixador Karnovsky (1965) modificado, contendo 1%
de paraformaldeido e 2% de glutaraldeido em tampao cacodilato de sodio a 0,1M,
pH 7.3. O nervo foi seccionado e sua porcao distal mantida em solucao fixadora
(Karnovsky) por 24 horas e pds-fixada em Tetroxido de Osmio a 1% em tampao
cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.3, por duas horas. Posteriormente, foram imersos
em uranila 5% durante 24 horas, para coloragdo em bloco, desidratados em
solugdes crescentes (30% a 100%) de acetona e incluidos em resina Araldite
(UEGAMA®).

Apods esse procedimento, os animais foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical.

A seguir foram obtidos cortes transversais de 1um com a navalha de
vidro, em ultramicrétomo LKB, corados com azul de toluidina a 1%, em solugao
aquosa de bdrax a 1%, para microscopia Optica (Reynolds, 1963 citado por

Teodori, 2000).

4.4 ANALISE DOS DADOS

4.4.1 Andlise Morfométrica

A anadlise morfométrica foi realizada em sistema analisador de imagens
Image-Pré Plus 4.5 - Media Cybernetics®, a fim de obter o nimero de axénios, a
espessura das bainhas de mielina, o didametro das fibras e dos axdnios e razao G.
A calibragdo do sistema de analise de imagens para a obtengdo de medidas na
unidade de micrdmetros (um) foi realizada com auxilio de uma lamina de

calibracdo micrometrada ZEISS 5. 100/ 100 mm.
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Foi analisado um corte histoléogico por animal em cada grupo, em
microscépio optico (OLYMPUS BX 41- BF), sendo a lamina histolégica focalizada
em objetiva de 10X, para a observacao de todo o nervo e, de 100X, em imersao,
para captagdo da amostra a ser analisada. A imagem da amostra, que consistiu
de 5 campos do nervo, aleatoriamente definidos, foi visualizada on line no display,
normalizada e congelada.

As medidas foram realizadas de forma semi-automatica, sendo cada
fibra nervosa mielinica e axénio contornados com o mouse para obter os valores
(em micrédmetros) referentes ao didmetro da fibra e didmetro do axénio,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 - Procedimento para mensuragao do didmetro do axdénio (1) e da fibra nervosa
mielinica (2) no software Image-Pré Plus 4.5 (Media Cybernetics®). Aumento =
1000x.
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Os valores referentes a medida de cada axdnio foram transferidos para
o Excel e constituiram uma lista de dados.

Considerando que as imagens foram obtidas em camera de video JVC
Modelo TK-C620U e em camera digital OLYMPUS — C-5050, 5.0 megapixels, com
resolucdo de 2560 x 1920 dpi, acoplada a fotomicroscopio OLYMPUS BX 41, foi
utilizado um fator de correcéo para calibragao do software analisador de imagens.

O fator de correcao foi obtido circulando-se os didmetros internos e
externos dos mesmos axénios em imagens obtidas nas duas cameras, conforme
o0 exemplo abaixo:
Diametro externo obtido em imagem da camera JVC = x ym
Diametro externo obtido em imagem da camera OLYMPUS =y um
Fator de corregdo=x um/y um=2

Em seguida, utilizando o programa Excel, o fator de correcéo (z) foi
aplicado a cada valor obtido para o numero de axonios.

O didmetro médio dos axénios, diametro médio das fibras, espessura
média da bainha de mielina e razdo G, foram obtidos pelas formulas
apresentadas a seguir:

Diametro médio axobnios: 2 didmetro axbénios

numero axénios

Diametro médio fibras: ¥ didmetro fibras

numero fibras

Espessura da bainha mielina: didmetro da fibra — didmetro do axdnio
2

Espessura média da bainha de mielina: _2 espessura mielina
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numero de fibras

Razdo G: didmetro do axdnio (média)

didmetro da fibra (média)

4.4.2 Quantificacdo dos Axbnios

O numero total de axdnios em cada nervo foi calculado a partir da
somatéria do numero de axbnios obtidos nos 5 campos, em objetiva de 100X.
Para isso, foi estabelecida uma proporcao entre este valor e a area total do nervo,

obtida em objetiva de 10X. A figura 8 mostra como a area do nervo foi calculada.
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Figura 8 - Mensuragéo da area do nervo no software Image-Pré Plus 4.0
(Media Cybernetics®). Aumento = 100x.

As foérmulas a seguir demonstram como foram calculados a
porcentagem da amostra e o numero total de axbnios em cada nervo,

respectivamente:
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% amostra: X area dos campos x 100 = 5%

2 area do nervo

Numero total de axénios: £ numero axdénios x 100

% amostra

4.4.3 Analise Funcional da Marcha

O calculo do indice Funcional do Ciatico (IFC) foi obtido utilizando-se
um paquimetro digital (MITUTOYO®) para a medida das impressées plantares dos
animais nos diferentes grupos e diferentes momentos do experimento. Os
parametros considerados para esse calculo foram as medidas: (1) da distancia
entre a extremidade do terceiro dedo ao calcaneo - Comprimento da Pegada (PL);
(2) da distancia entre o primeiro e o quinto dedo - Largura da Pegada (TS); (3) da
distancia entre o segundo e o quarto dedo - Largura Intermediaria da Pegada

(ITS) (Figura 9):

Figura 9 — Parametros para mensuragao da pata
dos animais.
Fonte: Varejao et al., 2004.
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As medidas foram realizadas na pata experimental (E) e na pata normal
(N) e, em seguida, foram organizadas na seguinte equagdo que expressa a

funcionalidade (Bain, Mackinnon e Hunter, 1989):

SFI1=-38,3 (EPL - NPL) + 109,5 (ETS - NTS) + 13,3 (EIT- NIT) - 8,8
NPL NTS NIT
Por meio desta equacao, desenvolvida por De Medinaceli, Freed e
Wyatt (1982) e modificada por Bain, Mackinnon e Hunter (1989), os resultados
obtidos expressam a perda funcional em termos percentuais, sendo que o valor 0
(zero) representa a fungdo normal ou auséncia de disfungdo e o valor -100
(menos cem) representa a perda total da fungdo do nervo. Portanto, quanto mais

préximo de 0 (zero) o valor obtido, melhor a fungao.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, para verificar as pressuposicoes dos testes estatisticos, foi
aplicado para todas as variaveis analisadas, o teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Em seguida, como os dados contemplaram a metodologia paramétrica, foi
utilizado para analise de variancia do indice Funcional do Ciatico e analise
morfométrica do nervo, o teste ANOVA One-way seguido de teste de Tukey HSD,
para as comparagdes intergrupos.

Para averiguar as diferencas intragrupos das variaveis do indice
Funcional do Ciatico, utilizou-se o teste ANOVA Two-way seguido do teste de
Tukey HSD, visando analisar a recuperagao funcional no decorrer do tempo em
cada grupo.

Por fim, aplicou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman (rs

Spearman) quando os dados ndo atenderam a normalidade e, quando os dados
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foram normais, aplicou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson (r Pearson)
para determinar a correlagdo entre as variaveis morfométricas do nervo e a

funcdo no tempo em cada grupo.

Os dados foram processados no software Stastical Package for Social
Science for Personal Computer (SPSS/PC versdo 11.0) e BioEstat 4.0

considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 ESTUDO PILOTO

Em estudo piloto realizado no Laboratério de pesquisa do Programa de
Poés-graduacdo em Fisioterapia da Universidade Metodista de Piracicaba
(UNIMEP), cinco animais desnervados foram sacrificados apés 6 dias da leséao,
com finalidade de comprovar a eficacia do protocolo utilizado para produzir lesdo
nervosa do tipo axoniotmese.

Todos 0s animais apresentaram na porg¢ao distal do nervo (Figura 10B)
intensa degeneragao axonal, representada pela retragdo e degeneragdo das
bainhas de mielina, presenca de células fagociticas, principalmente macroéfagos,
além de espessamento do tecido conjuntivo perineural em relagdo ao grupo

controle (Figura 10A).

Figura 10 - Fotomicrografia de corte transversal do nervo isquiatico: A: Nervo Normal, B: apds
6 dias da lesdo por esmagamento, observando-se degeneragcédo axonal (seta),
presenga de macrofagos (cabeca da seta) e distribuicdo do tecido conjuntivo
perineural (asterisco).
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA

As caracteristicas histologicas do nervo nos animais do grupo controle
(Figura 11A) estavam compativeis com as de um nervo normal, apresentando
axbénios mielinicos com bainhas de mielina regulares e uniformes e de espessura
proporcional ao diametro axonal. Observou-se também, a presenga de vasos
sanguineos.

A analise do segmento nervoso distal apos 22 dias do esmagamento,
mostrou axénios regenerados com menor calibre e menor espessura de mielina,
bem como maior propor¢ao de area de tecido conjuntivo perineural nos diferentes
grupos (Figura 11 B, C, D e E).

Observa-se na figura 11 B a presenca de axdnios regenerados, porém
com menor didmetro e bainhas de mielina mais delgadas. Na figura 11C,
observou-se predominio de fibras de pequeno calibre e bainhas de mielina
delgadas, semelhantes as caracteristicas do grupo desnervado (Figura 11B). A
figura 11 D, mostra que o didmetro dos axbénios e espessura das bainhas de
mielina apresentam padrdao semelhante ao grupo controle. Na figura 11E
evidencia-se a presenga de fibras nervosas regeneradas, cujos diametros
apresentam maior variabilidade, porém preservando a proporcionalidade entre
didmetro do axoénio e espessura da bainha de mielina. Além disso, também é

evidente o espessamento da bainha perineural.



Figura 11 - Fotomicrografia de cortes transversais do nervo isquiatico nos grupos: controle (A);
e apos 22 dias da lesdo: Desnervado (B); Desnervado + Eletroestimulagao (C);
Desnervado + Natagéo (D) e Desnervado + Natagdo + Eletroestimulagédo (E).
Observar as diferengas no didmetro dos axbénios e espessura das bainhas de
mielina, bem como na distribuicdo do tecido conjuntivo perineural (asterisco).
Observar também axdnios em degeneragéo (seta) e macréfagos (cabega da seta).
Coloragao: Azul de toluidina. Barra = 10um.
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5.3 ANALISE QUANTITATIVA

5.3.1 NUmero de Ax6nios

O numero médio de axodnios foi de 7477 +1858,41 no grupo C; 11907
+2937,14 no grupo D; 15818 £1970,21 no grupo DE; 13807 £2177,91 no grupo
DN e 13556 £1752,12 no grupo DNE. Todos os grupos apresentaram valores
médios significativamente maiores que o grupo controle (p<0,01). Além disso, o
grupo DE apresentou valores maiores quando comparado ao grupo D (p<0,05)

(Figura 12).

18000 —

N° de AxOnios

C D DE DN DNE
Grupos

Figura 12 - Valores médios +DP do niumero de axénios nos grupos: Controle (C) e
apés 22 dias da lesao: Desnervado (D), Desnervado +
Eletroestimulagédo (DE), Desnervado + Natagdo (DN) e Desnervado +
Natagao + Eletroestimulacdo (DNE). (*) Difere significativamente do C
(p<0,01); (1) Difere significativamente do D (p<0,05).
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5.3.2 Anélise Morfométrica

A figura 13 expressa o didmetro médio dos axdnios, sendo 6,324
1+0,36pum no grupo C; 3,456 +0,64um no grupo D; 3,675 +£0,41um no grupo DE;
4,345 +£0,69um no grupo DN e 4,048 +0,38um no grupo DNE. Todos os grupos
apresentaram valores médios significativamente menores que o grupo controle
(p<0,01). Por outro lado, o grupo DN apresentou didmetro médio dos axdnios

significativamente maior que o grupo D (p< 0,05).

Diametro dos Axénios (um)

C D DE DN DNE
Grupos

Figura 13 - Valores médios +DP do diédmetro dos axdnios nos grupos: Controle
(C) e apdés 22 dias da lesédo: Desnervado (D), Desnervado +
Eletroestimulagao (DE), Desnervado + Natagdo (DN) e Desnervado
+ Natagéo + Eletroestimulagdo (DNE). (*) Difere significativamente
do C (p<0,01); (1) Difere significativamente do D (p<0,05).
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Na figura 14, os valores médios do diametro das fibras nervosas foram:
10,153 +£0,33um no grupo C; 5,856 +0,48um no grupo D; 5,860 +0,43um no grupo
DE; 6,659 £1,03um no grupo DN e 6,442 £0,70pym no grupo DNE. Todos os
grupos apresentaram valores médios significativamente menores quando
comparados com o grupo controle (p<0,01). Nao houve diferenga entre os grupos

desnervados.

Diametro das fibras (um)

C D DE DN DNE
Grupos

Figura 14 - Valores médios +DP do didmetro das fibras nervosas nos grupos: Controle
(C) e apbés 22 dias da lesdo: Desnervado (D), Desnervado +
Eletroestimulagdo (DE), Desnervado + Natagdo (DN) e Desnervado +
Natagdo + Eletroestimulagdo (DNE). (*) Difere significativamente do C
(p<0,01).
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Na figura 15, os valores médios da espessura da bainha de mielina
foram: 1,91 £0,14um no grupo C; 1,20 £0,22um no grupo D; 1,09 +0,04um no
grupo DE; 1,15 £0,18um no grupo DN e 1,19 £0,17um no grupo DNE. Todos os
grupos apresentaram valores médios significativamente inferiores quando
comparados com o grupo controle (p<0,01). Nao houve diferenga entre os grupos

desnervados.

| I I (NI T T T N NI S I R

Espessura da Bainha de Mielina (um)
o N S » oo ; N EN » oo o N

C D DE DN DNE
Grupos

Figura 15 - Valores médios +DP da espessura da bainha de mielina nos grupos:
Controle (C) e apos 22 dias da lesédo: Desnervado (D), Desnervado +
Eletroestimulagdo (DE), Desnervado + Natagdo (DN) e Desnervado +
Natacdo + Eletroestimulacdo (DNE). (*) Difere significativamente do C
(p<0,01).
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A figura 16 expressa os valores de razao G nos diferentes grupos
estudados. Estes valores foram de 0,62 0,02 no grupo C; 0,58 +0,08 no grupo D;
0,62 £0,02 no grupo DE; 0,65 0,02 no grupo DN e 0,62 +0,01 no grupo DNE.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

Razao G

Cc D DE DN DNE

Grupos

Figura 16 - Valores médios +DP da razdo G nos grupos: Controle (C) e apds 22
dias da lesao: Desnervado (D), Desnervado + Eletroestimulagéo (DE),
Desnervado + Natagdgo (DN) e Desnervado + Natagdo +
Eletroestimulagdo (DNE), (p>0,05).
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5.4 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

5.4.1 Andlise Intragrupos

Os valores médios do IFC para o grupo D foram: -14,98 13,07 no pré-
operatorio, -70,25 +28,84 no 7° dia, -75,49 £13,67 no 14° dia e -19,18 14,14 no
21° dia pés-operatorio. No grupo DN, esses valores foram: -2,21 +11,56 no pré-
operatorio, -57,65 +25,91 no 7° dia, -67,95 £22,16 no 14° dia e -17,84 10,10 no
21° dia pos-operatorio. O grupo DE apresentou IFC de -9,25 6,09 no periodo
pré-operatorio, -75,83 £10,92 no 7° dia, -70,13 9,02 no 14° dia e -8,55 +20,38 no
21° dia pos-operatorio. No grupo DNE, o IFC foi de -2,28 +11,27 no periodo pré-
operatorio, -63,47 +14,65 no 7° dia, -61,04 £12,31 no 14° dia e -21,44 £+14,71 no
21° dia pés-operatorio.

Na analise intragrupos dos valores do IFC nos diferentes periodos de
avaliagao (Figura 17), foi observado que em todos os grupos experimentais o IFC
diferiu significativamente no 7° e 14° dias pds-operatério quando comparados com
0 pré-operatdrio e com o 21° dia apds a leséo (p<0,01). Além disso, os valores do
grupo DNE no 21° dia PO, foram significativamente mais negativos quando

comparados com o periodo pré-operatorio (p<0,05).
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Figura 17 - Comparagdes intragrupos do indice Funcional do Ciatico (IFC) nos grupos:
Desnervado (D), Desnervado + Natacao (DN), Desnervado + Eletroestimulagao
(DE) e Desnervado + Natacgao + Eletroestimulagdo (DNE), nos diferentes tempos.
(*) Difere do pré-operatério e 21° dia PO (p<0,01); (1) Difere do pré-operatorio
(p<0,05).

5.4.2 Andlise Intergrupos

Na analise intergrupos dos valores de IFC (Figura 18), verifica-se que
todos os grupos experimentais apresentaram o mesmo padrao funcional, isto é,
no periodo pré-operatério os valores do IFC refletiram funcdo normal, enquanto
que no 7° e 14° dias PO, esses valores diminuiram, indicando perda funcional
expressiva e alcancaram valores proximos ao valor do pré-operatério no 21° dia,
sugerindo recuperagao funcional. Os resultados, ndo expressaram diferenca
estatistica entre os grupos em todos os periodos analisados: pré-operatério

(p=0,15), 7° dia (p=0,50), 14° dia (p=0,55) e 21° dia (p=0,50) pbs-operatorio.
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Figura 18 - Comparagdes intergrupos dos periodos de analise do indice Funcional do Ciatico
(IFC): Desnervado (D); Desnervado + Natagdo (DN); Denervado +
Eletroestimulacdo (DE) e Desnervado + Natagdo + Eletroestimulagdo (DNE);
(p>0,05).

5.4.3 Andlise dos Registros das Pegadas

Na analise dos registros das pegadas das patas normal (N) e
experimental (E), observa-se uma evolugdo semelhante em todos os grupos
durante os diferentes periodos de avaliagao por meio do IFC.

Na comparagédo dos registros das pegadas no periodo pré-operatorio
com o 7° dia pos-lesdo (Figura 19), verifica-se um aumento do parédmetro PL e
uma diminuicdo dos parametros TS e ITS. Ja na comparagao dos registros das
pegadas no periodo pré-operatério com o 21° dia pos-leséo (Figura 20), observa-
se uma semelhanga entre as pegadas nestes diferentes periodos de avaliagéo,

mostrando um bom grau de recuperagao funcional.
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Figura 19 - Registro das pegadas das patas normal (N) e experimental (E) na avaliagdo do IFC
no periodo pré-operatério (A) e 7° dia pds-operatério (B).
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Figura 20 - Registro das pegadas das patas normal (N) e experimental (E) na avaliagédo do IFC
no periodo pré-operatério (A) e 21° dia pds-operatério (B).
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5.5 CORRELACOES ENTRE AS VARIAVEIS MORFOMETRICAS E O IFC
Na Tabela 1 foram expressos os valores de correlagdo entre as
variaveis morfométricas e o IFC, no periodo pré-operatorio, no grupo Controle (C).
Os valores do diametro do axénio apresentaram correlagao linear com a
razao G (r= 0,808; p= 0,052) fortemente positiva e com o IFC (r= "0,888; p= 0,018)
fortemente negativa, bem como os valores de razdo G com a espessura da
bainha de mielina (rs= 0,824; p= 0,044). Tais correlagées nao foram observadas

entre as outras variaveis neste grupo (p>0,05).

Tabela 1 - Correlagbes entre as variaveis morfométricas e o IFC no periodo pré-
operatorio no grupo Controle (C).

QZ Fibra  Esp. Mielina & Axb6nio N° Axbnios IFC- pré Razédo G
I Fibra 1
Esp. Mielina -0,059 1
& Axonio 0,656 -0,588 1
N° Axbnios -0,434 -0,765 0,013 1
IFC- pré -0,717 0,667 -0,888* -0,124 1
Razéo G 0,087 -0,824* 0,808* 0,349 -0,606 1

& Fibra = didmetro da fibra; Esp. Mielina = espessura da bainha de mielina; & Axénio =
diametro do ax6nio; N° Axénios = nimero de axénios; IFC-pré = indice Funcional do

Ciatico no periodo pré-operatério. (*) p<0,05.

Na Tabela 2 foram expressos os valores de correlacdo entre as

variaveis morfométricas e o IFC apods 21 dias PO no grupo Desnervado (D).

Os valores de razdo G apresentaram correlagéo linear com o IFC (r=
"0,812; p= 0,05) e espessura da bainha de mielina (r="0,915; p= 0,010) fortemente
negativas, porém fortemente positiva com o didmetro do axbénio (r= 0,907;
p=0,012). Tais correlagdes n&o foram observadas entre as outras variaveis neste

grupo (p>0,05).
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Tabela 2 - Correlagbes entre as variaveis morfométricas e o IFC apés o 21° dia PO no
grupo Desnervado (D).

QZ Fibra  Esp. Mielina & Axb6nio N° Axdnios IFC-21° Razdo G
@ Fibra 1

Esp. Mielina 0,039 1
J Axbnio 0,721 -0,663 1
N° Axdnios -0,732 0,134 -0,641 1
IFC-21° -0,390 0,706 -0,781 0,574 1
Razéo G 0,364 -0,915* 0,907* -0,429 -0,812* 1

& Fibra = didmetro da fibra; Esp. Mielina = espessura da bainha de mielina; & Axbnio =
diametro do axénio; N° Axénios = numero de axdnios; IFC-21° = indice Funcional do
Ciatico no 21° dia PO. (*) p<0,05.

Na Tabela 3 foram expressos os valores de correlacdo entre as
variaveis morfométricas e o IFC apds 21 dias PO no grupo Desnervado + Natagao
(DN).

Os valores de razdo G apresentaram correlagéo linear com o IFC (r=
0,845; p= 0,034) e diametro do axdnio (rs= 0,829; p= 0,042) fortemente positivas.
Tais correlagdes nédo foram observadas entre as outras variaveis neste grupo

(p>0,05).

Tabela 3 - Correlagbes entre as variaveis morfométricas e o IFC apds o 21° dia PO no
grupo Desnervado + Natacio (DN).
QZ Fibra  Esp. Mielina & Axbnio N° Axdnios IFC-21° Razéo G
< Fibra 1

Esp. Mielina 0,371 1
J Axbnio 0,6 -0,086 1
N° Axbnios 0,257 0,086 0,029 1
IFC-21° -0,086 -0,6 0,314 0,303 1
Razéo G 0,371 -0,543 0,829* - 0,017 0,845* 1

& Fibra = didmetro da fibra; Esp. Mielina = espessura da bainha de mielina; & Axénio =
diametro do axdnio; N° Axdnios = numero de axdnios; IFC-21° = indice Funcional do
Ciatico no 21° dia PO. (*) p<0,05.
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Na Tabela 4 foram expressos os valores de correlagdo entre as
variaveis morfométricas e o IFC apos 21 dias PO no grupo Desnervado +
Eletroestimulacao (DE).

Os valores de razao G apresentaram correlagao linear com o didmetro
do axénio (r= 0,940; p= 0,005) e didmetro da fibra (r= 0,853; p= 0,031) fortemente
positivas, bem como os valores do didmetro do axénio com o diametro da fibra (r=
0,979; p= 0,001). Tais correlagées nao foram observadas entre as outras variaveis

neste grupo (p>0,05).

Tabela 4 - Correlagdes entre as variaveis morfométricas e o IFC apés o 21° dia PO no
grupo Desnervado + Eletroestimulagao (DE).

QJ Fibra  Esp. Mielina & Axbnio  N° Axdnios  IFC-21° Razédo G
I Fibra 1

Esp. Mielina 0,329 1
@& Axdnio 0,979* 0,132 1
N° Axdnios -0,323 -0,607 -0,210 1
IFC-21° -0,574 -0,491 -0,498 0,410 1
Razdo G 0,853* -0,208 0,940* 0,042 -0,311 1

& Fibra = didmetro da fibra; Esp. Mielina = espessura da bainha de mielina; & Axénio =
diametro do ax6nio; N° Axénios = nimero de axénios; IFC-21° = indice Funcional do
Ciatico no 21° dia PO. (*) p<0,05.

Na Tabela 5 foram expressos os valores de correlagdo entre as
variaveis morfométricas e o IFC apds 21 dias PO no grupo Desnervado + Natagao
+ Eletroestimulacao (DNE).

Os valores do didmetro do axdnio apresentaram correlacdo linear com o
didmetro da fibra (r= 0,973; p= 0,001) e espessura da bainha de mielina (r= 0,880;
p= 0,021) fortemente positivas, assim como o didmetro da fibra com a espessura

da bainha de mielina (r= 0,965; p= 0,002). Os valores de razdo G apresentaram

correlacao fortemente negativa com o numero de axénios (r= '0,808; p= 0,052).
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Tais correlagdes nado foram observadas entre as outras variaveis neste grupo

(p>0,05).

Tabela 5 - Correlagbes entre as variaveis morfométricas e o IFC apés o 21° dia PO no
grupo Desnervado + Natacgao + Eletroestimulacdo (DNE).

J Fibra  Esp. Mielina @ Axbnio N° Axdnios IFC-21° Razdo G

@ Fibra 1

Esp. Mielina 0,965* 1
@ Axbnio 0,973* 0,880* 1
N° Axdnios 0,223 0,435 0,022 1
IFC-21° -0,390 -0,415 -0,345 -0,110 1
Razédo G -0,558 -0,754 -0,352 -0,808* 0,319 1

& Fibra = didmetro da fibra; Esp. Mielina = espessura da bainha de mielina; & Axbnio =
diametro do axdnio; N° Axdnios = numero de axdnios; IFC-21° = indice Funcional do
Ciatico no 21° dia PO. (*) p<0,05.
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6 DISCUSSAO
6.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Diversas espécies animais sdo empregadas em estudos experimentais,
no entanto, o rato € utilizado em cerca de 90% destes, por ser de pequeno porte,
baixo custo e de facil manuseio (Fagundes e Taha, 2004; Schanaider e Silva,
2004; Varejao et al., 2004, Mazzer et al., 2006), bem como, por apresentar um
sistema nervoso semelhante aos dos seres humanos, com excegcao de
caracteristicas como tamanho e densidade tecidual (Bridge et al., 1994). Contudo,
0 nervo isquiatico do rato destaca-se para estudos de lesbdes nervosas periféricas,
devido a sua grande quantidade de fasciculos, fibras nervosas e densa irrigagéao
sanguinea, a qual se assemelha a dos nervos periféricos de humanos, ao seu
facil acesso cirurgico, rapida capacidade de regeneracdo, além de permitir
avaliagao da fungao sensorial e motora (Oliveira et al., 2001; Varejao et al., 2001,
2004).

Considerando esses fatos, optou-se por utilizar neste estudo ratos
machos da linhagem Wistar, com idade de 6 a 7 semanas, por serem
considerados jovens, apresentando maior taxa de regeneragao nervosa e
recuperagcao funcional que animais idosos, uma vez que as caracteristicas
morfolégicas e funcionais sao influenciadas pela idade (Ceballos et al.,, 1999;
Verdu et al., 2000).

Ratos machos foram preferidos as fémeas para evitar mudangas
fisiologicas associadas ao ciclo estral, visto que este pode afetar o
comportamento motor pela alteracdo da intensidade da ambulagdo, podendo

interferir no procedimento experimental durante a coleta do IFC e
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consequentemente influenciar nos resultados do estudo (Gouveia Jr. e Morato,

2002).

6.2 MODELO DE LESAO E PERIODO DE ANALISE

A combinagao de Cloridrato de Cetamina (15 a 100mg/Kg) e Cloridrato
de Xilazina (3 a 10mg/Kg) por via intramuscular ou intraperitoneal € comumente
utilizada em animais de pequeno porte, pois permite manté-los sob anestesia por
um periodo de 40 a 60 minutos, sendo possivel o reforco da dose, atuando na
imobilizacdo do animal, sem perda total dos reflexos protetores, além de
proporcionar analgesia (Schanaider e Silva, 2004).

A dosagem do anestésico em relagdo ao tempo de absorg¢ao ja havia
sido determinada em estudo piloto realizado anteriormente pelo grupo de
pesquisa da instituicdo, quando se observou que a combinacdo de Ketalar®
(Cloridrato de Cetamina) 50mg/mL e Rompun® (Cloridrato de Xilazina) 2g/100 mL,
na dose de 0,3mL/100g de peso corporal, por via intramuscular, mantinha os
animais imobilizados por um periodo aproximado de 50 minutos, considerado
tempo suficiente para realizagdo do procedimento cirurgico.

O interesse em escolher o modelo de les&o por esmagamento justifica-
se por serem lesdes relativamente frequentes na clinica e por ser um modelo
experimentalmente viavel e reproduzivel para avaliagdo do processo regenerativo,
apresentando vantagens para o sucesso da regeneragdo axonal, visto que a
estrutura de sustentagcdo dos nervos permanece integra, ndo necessitando de
reparo cirurgico, o que evita a entrada de substancias deletérias no sitio da lesao,
como € observado na lesdo por secgado (Bridge et al., 1994; Robinson, 2000;

Gordon, Sulaiman e Boyd, 2003; Mazzer et al., 2006).
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Considerando as caracteristicas estruturais do nervo, houve
preocupacgao neste estudo em avaliar o material utilizado para promover a leséao
por esmagamento. Assim, o nervo isquiatico dos animais foi esmagado utilizando-
se uma pinca hemostatica Erwin-Guth® de 12 cm, cujas faces de contato foram
protegidas e a pressao de pingcamento padronizada até o terceiro dente da
cremalheira da pinga.

Bridge et al. (1994), em estudo semelhante investigaram seis diferentes
técnicas para produzir lesdes por esmagamento do nervo isquiatico de ratos,
utilizando pingas hemostaticas e de relojoeiro, em tempos distintos de aplicagao
de pressao. Constataram que n&o houve diferenga significativa entre as técnicas,
independente do tipo de pinga utilizada, pois todos os grupos apresentaram
lesdes do tipo axoniotmese, sendo considerado um método confiavel e
reproduzivel. Entretanto, a pressdo aplicada nao poderia ser precisamente
quantificada.

Estes resultados foram corroborados por Beer, Steurer e Meyer (2001)
citado por Mazzer et al. (2006) que observaram que as respostas fisiolégicas e
funcionais para o esmagamento pareceram ser a mesma utilizando pinga nao
serrilhada com forgas pré-determinadas aplicadas ao nervo para produzir lesdes
de segundo grau.

A literatura ainda aponta uma variedade de métodos empregados para
realizar o esmagamento nervoso em animais, no entanto ndo ha uma
padronizagao no tempo de aplicagdo do esmagamento, variando de 2 segundos a
24h, bem como no comprimento do segmento lesado, o que dificulta a
comparacgao entre os estudos (Mazzer et al., 2006). Entretanto, Dash et al. (1996)

examinaram os efeitos funcionais e histoldégicos do nervo isquiatico de ratos
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esmagado por 5 segundos com pingca hemostatica. Os autores observaram
diminuigdo da fungdo até a 2° semana apos a lesdo, a qual alcangou os niveis
controle na 3% semana, concluindo que nas lesGes por esmagamento, as
respostas fisiologicas e funcionais do nervo sdao semelhantes mesmo quando se
aplicam diferentes métodos e a recuperacao funcional ocorre aproximadamente
no mesmo periodo de tempo, independente do tempo de duragdo do
esmagamento.

Neste estudo, para verificar se a pressdao e o tempo de duracdo do
esmagamento eram suficientes para causar degeneracao Walleriana, sem ruptura
dos envoltérios conjuntivos do nervo, um grupo denominado Desnervado 6 dias
(D6) teve o nervo distal a lesdo analisado histologicamente 6 dias apds o
esmagamento. A presenca de degeneragdo com preservagao dos envoltorios
conjuntivos do nervo sugere que o instrumento utilizado para provocar a leséo é
confiavel.

Nos demais grupos propostos, o segmento distal dos nervos isquiaticos
foi analisado apds 22 dias de sobrevida, considerando os achados de Carmignoto
et al. (1983) e Gorio et al. (1983), que apontam uma sequéncia temporal da
regeneragao apos esmagamento em ratos. Os autores observaram que aos 10
dias nenhum axénio é evidenciado no musculo e que o processo de reinervacao
muscular inicia-se 2 semanas apdés o esmagamento, quando 25% das fibras
encontram-se poliinervadas. Entre 21 e 25 dias, observa-se o pico de
poliinervagao, quando o potencial de repouso da membrana muscular, a for¢ca de
contracdo, a sensibilidade a acetilcolina e os niveis de acetilcolinesterase
voltaram ao normal, mostrando que a funcdo motora esta parcialmente

recuperada. Aos 26 dias da lesdo, a eliminagao sinaptica é iniciada e até o 60°
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dia, as fibras tornam-se monoinervadas. Por volta dos 90 dias, o tamanho das
jungdes neuromusculares é recuperado, ocupando quase completamente a fenda
pos-sinaptica.

Essa sequéncia temporal da regeneragao apds esmagamento em ratos
justifica o tempo de duragdo da intervengao aplicada neste estudo, ou seja, 22
dias de intervencdo, visando identificar as possiveis influéncias do exercicio de
natacido e da eletroestimulacdo, bem como da associacdo de ambos sobre o
processo de regeneragdo nervosa e recuperagao funcional, uma vez que a
reinervagcdo muscular ja estaria ocorrendo, devido a presenca de axdnios na
porcdo distal a lesdo nervosa e a possibilidade de contracdo dos musculos
anteriormente desnervados.

Os resultados obtidos do IFC neste estudo no decorrer do processo de
regeneragao nervosa e reinervagao muscular reafirmam a eficacia do modelo de
lesdo, pois aos 7 dias da lesdao a funcionalidade era ausente, cursando com
recuperagao progressiva a partir do 14° dia. Um procedimento utilizando material
inadequado para promover a lesdo ou pressdo excessiva poderia causar
rompimento das bainhas conjuntivas e perda de rota dos axénios em

regeneragao, o que refletiria negativamente no nivel de recuperacgéao funcional.

6.3PROTOCOLO DE ESTIMULAGAO ELETRICA

A estimulacao elétrica € de uso corrente na clinica, especialmente apés
lesdo nervosa periférica, onde o comprometimento da fungdo sensorio-motora é
relevante e de instalagcdo rapida, sendo as vezes, irreversivel, o que dificulta a
recuperacao funcional (Gordon, Sulaiman e Boyd, 2003; Sheffler e Chae, 2007).

Na literatura, ha relatos do uso da estimulagao elétrica em humanos, mostrando
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seus beneficios sobre o tecido muscular, como retardo da atrofia e aumento da
forca (Woodcock, Taylor e Ewins, 1999; Kern et al., 2002; Sheffler e Chae, 2007).

Embora a estimulacédo elétrica seja um recurso fisico de importancia
para a reabilitacdo, a variabilidade dos parametros e do tempo de aplicagcao torna
dificil a comparagao entre os resultados (Cheng e Lin, 2004).

A maioria dos trabalhos experimentais utiliza a estimulagdo elétrica
crbnica com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios da desnervagdo. No
entanto, este procedimento é considerado inviavel na clinica, pois exige periodos
superiores a 8 horas/dia de estimulagdo (Al-Majed et al., 2000; Brushart et al.,
2002; Marqueste et al., 2006).

A estimulagcdo elétrica crbnica tem proporcionado beneficios ao
musculo desnervado (Dow et al., 2004; Marqueste et al., 2006). Entretanto,
estudos apontam que quando aplicada no nervo proximal a lesdo, promove
efeitos positivos no crescimento axonal (Nix e Hopf, 1983; Al-Majed et al., 2000;
Brushart et al., 2005) e, quando aplicada sobre o musculo, atrasa o processo de
reinervagao muscular (Tam et al., 2001; Lieber, 2002).

Considerando a viabilidade para a clinica, optou-se por utilizar neste
estudo a eletroestimulagdo muscular fasica de baixa frequéncia (EMFBF), que se
caracteriza por tempo de intervengcdo em torno de 20 a 30 minutos/dia (Fernandes
et al., 2005). Outro aspecto que justifica esta investigacao é a escassez de dados
na literatura que indiquem os seus beneficios sobre a qualidade de regeneragao
das fibras nervosas.

Um ponto que deve ser destacado neste estudo é que a EMFBF foi
iniciada 24 horas apos a lesao, ou seja, na fase aguda. Considerando que apos 5

a 6 horas da leséo se evidenciam eventos inflamatorios e degenerativos no nervo
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€ no musculo, este recurso pode favorecer o processo de cicatrizacao e reduzir as
alteragdes musculares que se instalam de forma rapida, como a atrofia, presente
em musculos de humanos apds algumas semanas e, em ratos, mais
precocemente (Eberstein e Eberstein, 1996).

Considera-se neste estudo que a recuperagao funcional poderia ser
facilitada pela eletroestimulacado, que fornece impulsos aferentes proprioceptivos
e cutaneos associados aos movimentos repetitivos que induzem a potenciacéo a
longo prazo no coértex motor, alterando a excitabilidade dos neurénios motores
especificos e facilitando o reaprendizado motor (Sheffler e Chae, 2007). Esse
mecanismo de plasticidade neural estaria evidente a partir do 14° dia, quando os
neurdnios motores inferiores comecam a recuperar seu contato com o musculo.

Os parametros de eletroestimulacdo foram estabelecidos em funcéo da
caracteristica fenotipica do musculo séleo ser de contracéo lenta e a cronaxia ser
maior no musculo que no nervo. Como estes parametros foram aplicados em
estudos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa e mostraram-se
eficazes em reduzir os efeitos deletérios da desnervagao sobre o musculo (Silva
et al.,, 1999; Polacow et al., 2003; Guirro et al., 2004; Fernandes et al., 2005,
Rocha, 2006), houve interesse de investigar a influéncia deste protocolo de
eletroestimulagéo aplicado diariamente, sobre a regeneragéo das fibras nervosas
lesadas.

Para que o estimulo elétrico atingisse as fibras musculares
desnervadas, que apresentam maior limiar de excitabilidade (Salmons et al.,
2005) e também as fibras inervadas, optou-se por utilizar uma forma de pulso
quadrada, que promove rapida elevagao da amplitude de corrente, recrutando

fibras em ambas condigbes (Bennie et al., 2002).



89

Musculos desnervados nao respondem a correntes com pequenas
duracodes de fase (Guirro e Guirro, 2002; Ashley et al., 2005), necessitando de um
tempo de duracao de pulso maior que o utilizado em musculos inervados (Ashley
et al., 2005). Estudos prévios realizados por Silva et al. (1999) e Fernandes et al.
(2005), que eletroestimularam o musculo séleo de ratos apds seccédo e
esmagamento do nervo isquiatico, respectivamente, apontam que a duragdo do
pulso de 3ms, permitiu uma contragdo muscular eficiente do musculo, justificando
a escolha desse parametro para este estudo.

Geralmente, uma alta amplitude de estimulacdo leva o musculo a
contrair mais fortemente, devido ao recrutamento de maior numero de unidades
motoras (Bennie et al., 2002). Determinou-se a intensidade de 5mA, pois esta foi
suficiente para desencadear uma contragdo vigorosa do musculo soéleo
desnervado, caracterizada pelo movimento de flexdo plantar. Para que néao
houvesse habituacdo do estimulo e a resposta muscular fosse mantida uniforme
durante todo o periodo de estimulagdo, foi acrescido 1mA a cada 5 minutos
(Polacow et al., 2003; Fernandes et al., 2005).

Como o musculo soleo tem predominio de fibras lentas, foi padronizada
a freqléncia de 10Hz, visto que no trabalho de Lomo, Westgaard e Dahl (1974)
observou-se que esta mesma frequéncia aplicada ao musculo soéleo de ratos
conservava as propriedades contrateis do musculo. Quando esses autores
utilizaram uma frequéncia de 100Hz, verificaram que o musculo lento adquiria
caracteristicas de musculo rapido, devido a transicdo das cadeias pesadas de
miosina no sentido de lenta para rapida.

A eletroestimulacdo foi aplicada durante 30 minutos ao dia, uma vez

que na pratica clinica os periodos de intervengcdo seguem esta rotina terapéutica
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(Kern et al., 2002). Este protocolo de eletroestimulagdo diaria gerava 18000
pulsos/dia, caracterizados por contragcbes nao tetanicas. Apesar do grande
numero de contragdes geradas durante o periodo de intervengcdo, nao houve
sinais de lesdo muscular, conforme constatado por Rocha (2006) em analise do
musculo soéleo desnervado e submetido ao mesmo protocolo de
eletroestimulacao.

E pertinente ressaltar que ao final de 5 dias de eletroestimulacdo os
eletrodos eram substituidos, a fim de evitar a reducdo do estimulo em
consequéncia do desgaste dos eletrodos pelo tempo de uso, 0 que causa um

aumento da resisténcia a passagem da corrente (Bolfe, 2007).

6.4 PROTOCOLO DE NATACAO LIVRE

O exercicio fisico €& utilizado na reabilitacdo de lesdes nervosas
periféricas, entretanto a maioria dos trabalhos experimentais discute a sua
influéncia sobre o musculo, pois mantém suas propriedades contrateis,
metabdlicas e bioquimicas durante o periodo de desnervagao (Possebon et al.,
2001; Marqueste et al., 2004; Terada e Tabata, 2004; Tanaka, Tsubaki e Tachino,
2005).

Ha evidéncias de que o exercicio fisico tem efeitos benéficos na
regeneragao de nervos lesados (Sarikcioglu e Oguz, 2001; Byun et al., 2005; Seo
et al., 2006), entretanto os mecanismos de recuperagédo funcional permanecem
nao totalmente esclarecidos, havendo controvérsias sobre o melhor periodo para
iniciar o exercicio (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974; Sarikcioglu e Oguz, 2001;
Tam et al., 2001) e sobre a intensidade do mesmo (Soucy, Seburn e Gardiner,

1996; Sakakima et al., 2004).
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Considerando que ratos apresentam habilidade natural para nadar
(Gobatto et al., 2001), ndo houve necessidade de uma selegao prévia dos animais

que seriam submetidos ao protocolo de natacgao.

Os animais realizaram natagdo em grupo, pois segundo Ueno et al.
(1997) e Nakao et al. (2000) a natagao em grupo promove exercicio mais vigoroso
que individualmente.

O modelo de tanque circular de capacidade de 500L e profundidade de
60 cm (Carvalho, 2001) foi relevante para o propdsito do estudo, pois permitiu que
0s animais se exercitassem durante todo o tempo da sessao, além de possibilitar
que maior numero de animais fosse exercitado simultaneamente sob as mesmas
condigdes experimentais. Vieira et al. (1988) desenvolveram um sistema de
natagao onde os animais nadavam em tanques individuais construidos com tubos
de PVC de 250mm de diametro. Nessa condi¢cdo, os animais se mantinham na
superficie da agua sem movimentar-se ou movimentando pouco os membros, 0
que representava uma desvantagem para o exercicio.

Previamente a lesdo nervosa foi realizada uma semana de adaptacao
dos animais ao ambiente aquatico para familiariza-los ao futuro protocolo,
evitando o estresse, sem no entanto, promover acomodagdes fisicas (Herbison,
Jaweed e Ditunno, 1974; Gobatto et al., 2001; Voltarelli, Gobatto e Mello, 2002;
Manchado et al., 2006). Os parametros como agua rasa (30 cm de profundidade)
e nao adicao de cargas ao térax ou a cauda dos animais, foram baseados no
estudo de Gobatto et al. (2001), visando prevenir o esforgo intenso do animal
antes do inicio do protocolo. O aumento progressivo do tempo de exercicio,
diariamente, atingindo 60 minutos no 5° dia da adaptagao, foi realizado de acordo

com Voltarelli, Gobatto e Mello (2002).
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A agua foi mantida a 31 +2°C por ser uma temperatura neutra,
proporcionando pequena alteracdo metabdlica e por permitir que os animais
mantivessem sua temperatura corporal estavel (Harri e Kuusela, 1986; Manchado
et al., 2006).

Considerando que o objetivo de realizar mobilizagdo dos musculos
desnervados foi investigar a regeneragdo nervosa, evitando o estresse, o
protocolo de exercicio proposto ndo se baseou totalmente em estudos que
realizam exercicio de natagao, pois apesar da grande quantidade de relatos com
esta modalidade de exercicio, a maioria utiliza a natagao como treinamento, nao
se preocupando com sua repercussdo sobre o processo de regeneragédo e
recuperagao funcional (Herbison, Jaweed e Dittuno, 1974; Nakao et al., 2000;
Possebon et al., 2001; Manchado et al., 2006).

A natacao foi iniciada 24 horas apods a lesdo, ou seja, na fase aguda,
considerando que os eventos degenerativos tém inicio logo apds a leséo,
(especialmente a atrofia muscular) evoluindo progressivamente e causando
comprometimento da funcédo motora (Eberstein e Eberstein, 1996).

Van Meeteren et al. (1997a) realizaram exercicio voluntario 24 horas
apés a lesdao e verificaram melhora da fungcdo sensorio-motora apos
esmagamento do nervo isquiatico, persistindo os beneficios na fase tardia da
lesao, o que foi evidenciado pela melhora na velocidade de conducgao nervosa.

Outros estudos realizados por Byun et al. (2005) e Seo et al. (2006),
que iniciaram o exercicio em esteira ergométrica na fase precoce da leséo, 72
horas e 12 horas ap6s o esmagamento nervoso, respectivamente, mostraram
resultados positivos para recuperacao funcional. Os autores consideraram que o

exercicio ativou as células de Schwann, que por sua vez, regularam a liberagéo
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de BDNF (Byun et al., 2005) e proteina Cdc2 (Seo et al., 2006) na por¢ao distal
do nervo.

A opcéao por 30 minutos diarios de exercicio se justifica pelo tempo de
intervengao comumente aplicado na clinica e considerando os estudos de Byun et
al. (2005) e Seo et al. (2006), que demonstram que esse periodo foi suficiente
para favorecer a regeneragdo axonal e assim promover melhor recuperagao
funcional ap6s esmagamento nervoso.

O nivel da agua no tanque foi de 40 cm de profundidade para evitar que
0s animais se apoiassem no fundo ou as bordas do tanque.

Inicialmente, os ratos nadam energicamente por 5 a 10 minutos e, em
seguida, tendem a se manter em posi¢cao de flutuagdo, imoveis, permanecendo
com a cabecga fora da agua para descansar (Van Meeteren et al.,, 1997a). Além
disso, Ness et al. (1975), citado por Cardoso (2004), relataram que apds periodos
de algumas semanas de exercicio os ratos aprendem a mergulhar, realizando
apnéia por alguns segundos no fundo do tanque e retornando a superficie para
respirar. Para evitar tais artificios, utilizou-se um bastdo de madeira, a fim de
evitar a acomodacao e prevenir o estresse. A literatura relata estudos em que
estimulos artificiais, como ameacga de afogamento, sdo utilizados para induzir o
exercicio constante. No entanto, esses estimulos estressam o animal, trazendo
consequéncias negativas para a recuperacao funcional apds lesdo (Gutmann e
Jakoubek, 1963; Van Meeteren et al., 1997 a,b).

A intensidade do exercicio € um parametro que deve ser destacado,
visto que estudos que utilizam natagcdo apresentam limitacdo quanto a
determinagao da intensidade do esforgco executado pelo rato. Ha poucos relatos

na literatura referentes ao fluxo de lactato durante este tipo de exercicio (Gobatto
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et al., 2001; Manchado et al., 2006). O aumento dos niveis de lactato pode ser
prejudicial por ocasionar o estresse e, consequentemente, reduzir a recuperagao
funcional por suprimir a regeneracdo nervosa e, além disso, aumentar a
vulnerabilidade da lesdao nervosa (Gutmann e Jakoubek, 1963; Amako e Nemoto,
1998; Van Meeteren et al., 1998; Tam e Gordon , 2003).

Optou-se neste estudo por nao utilizar carga adicional ao corpo do
animal durante o exercicio, a fim de minimizar o estresse e nao prejudicar a
regeneragao nervosa. Além disso, até o momento ndo ha estudos que
determinem a intensidade de exercicio ideal para ratos desnervados.

Apesar de nao terem sido realizadas medidas de nenhum marcador de
exercicio aerébio, como por exemplo VO, max/lactato, os animais se mantiveram
em um nivel de atividade que permitiu que eles nadassem por 30 minutos, sem

sinais de desconforto.

6.5 REGENERACAO AXONAL E MORFOMETRIA

Pouco se conhece sobre a influéncia de recursos terapéuticos como
estimulacédo elétrica e natagdo no processo de regeneragdo nervosa.
Considerando a necessidade de estudos que contribuam para a compreensao
dos efeitos da intervencgao fisioterapéutica, tanto no que se refere ao seu papel na
preservacido das condigcdes do musculo desnervado, quanto no reparo do nervo
lesado, este estudo fundamenta a utilizacdo de tais recursos aplicados na fase
aguda da axoniotmese.

O numero de axénios regenerados no segmento nervoso distal a lesao
foi sempre maior, quando comparado ao grupo controle, reforgcando o fato de que

cada axonio proximal emite 2 a 3 neuritos que crescem no interior dos tubos de
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membrana basal das células de Schwann e avangam em direcdo ao musculo para
o restabelecimento da conexao e da funcao (Fawcett e Keynes, 1990; Burnett e
Zager, 2004).

Resultados semelhantes sao apontados por Toft, Fugleholm e
Schmalbruch (1988), apés duas a quatro semanas do esmagamento do nervo
isquiatico de ratos. Observaram que no segmento nervoso proximal 0 numero de
fibras permanece o mesmo, enquanto no segmento distal a lesdo encontraram 2 a
3 vezes mais axbnios em relagdo ao segmento proximal, sendo 2% a mais de
axbénios mielinicos e 13% a mais de axbnios amielinicos. Entre 0 26° e o 60° dia
apos o esmagamento nervoso, o numero de axdnios tende a decrescer, refletindo
0 processo de eliminagao sinaptica, quando a fibra se torna monoinervada (Gorio
et al., 1983).

O numero médio de axdnios observados no grupo controle (7477)
coincide com os valores obtidos por Schmalbruch (1986) que observou, em nervo
isquiatico de animais da mesma espécie, uma média de 7469,25 axbnios. Da
mesma forma Santo Neto et al. (1998) observou uma média de 8012 axdnios e
Souza (2005), uma média de 7613,62 axbnios.

Neste estudo, a aplicacdo de eletroestimulagdo e natacdao, bem como a
associagao de ambos durante a fase aguda da regeneragdo nervosa, nao inibiu o
brotamento axonal. Esses resultados contradizem os encontrados por outros
autores, que afirmam que o aumento da atividade neuromuscular induzida por
exercicio de corrida em roda ou eletroestimulacdo crénica de musculos
parcialmente desnervados durante 8 horas diarias, na fase aguda da
regeneragao, reduz o brotamento axonal pela inibigdo da formacéo de pontes

entre células de Schwann perissinapticas, o que dificulta a reinervacédo. Assim,
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sugerem que a atividade em nivel moderado deve ser realizada, a fim de evitar os
efeitos deletérios da desnervacdo (Tam et al., 2001; Love, Son e Thompson,
2003; Tam e Gordon, 2003).

A diferenga entre os parametros de estimulagdo e de exercicio
aplicados neste estudo em relacdo aos citados anteriormente pode ser o motivo
da divergéncia entre os resultados encontrados (Cheng e Lin, 2004). Nossos
resultados sugerem que a EMFBF e o exercicio de baixa intensidade, bem como
associacao entre ambos, podem ter regulado a expressdao de fatores
neurotroficos, como BDNF, NCAM, IGF-1, proteinas Cdc2, secretados pelos
musculos desnervados e células de Schwann no nervo distal a lesdo, os quais
atuam como facilitadores do brotamento regenerativo (lde, 1996; Byun et al.,
2005; Monte-Raso et al.,, 2006; Seo et al., 2006). Entretanto, uma analise
especifica desses fatores necessita ser realizada.

Souza (2005), ao utilizar os mesmos parametros de eletroestimulagao
muscular fasica aplicados neste estudo, observou redu¢do no numero de axdnios
apos 20 dias da lesdo. Este achado parece estar relacionado com o numero total
de estimulos durante o tratamento, visto que o autor realizou EE por 20 dias,
incluindo os finais de semana. O autor discute que a eletroestimulagao pode ter
acelerado a eliminagao sinaptica e que o microambiente de regeneragao poderia
estar comprometido pela diminuicdo da expressao de fatores neurotréficos e a
depressao ou elevagao excessiva nas reservas de calcio poderiam prejudicar o
papel do cone de crescimento no processo regenerativo, devido a quantidade de
atividade muscular provocada pela EE.

No entanto, nenhuma das hipoteses reportadas naquele estudo poderia

justificar os dados encontrados no grupo DNE neste estudo, que recebeu 1hora
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de intervencao ao dia, ainda assim havendo aumento do brotamento axonal. O
mesmo ocorreu no grupo DE, que apresentou melhores resultados em relagéo ao
grupo D no periodo de 22 dias.

Nossos resultados sdo semelhantes aos encontrados por Cheng e Lin
(2004) que citam que a eletroestimulagdo muscular fasica aplicada durante 30
min/dia favoreceu o aumento da densidade da fibra nervosa e do numero de
axdnios em nervos seccionados e reparados com tubos de silicone.

Outra hipétese que poderia justificar o numero de axdnios regenerados
no grupo DE em relagdo ao grupo D é a utilizacdo de corrente bifasica, que
favorece o aumento do fluxo sanguineo endoneural, normalizagao da temperatura
e reducdo de edema (Woodcock, Taylor e Ewins, 1999), aumentando assim o
aporte de substancias troficas ao nervo em regeneragao — fato importante neste
estudo — pois na axoniotmese a microcirculacado local e o perineuro permanecem
integros, o que favorece o processo de reparo nervoso (Lunn, Brown e Perry,
1990; Pachioni et al., 2006).

Mendonga, Barbieri e Mazzer (2003), apesar de utilizarem
eletroestimulagdo muscular crénica de baixa frequéncia, confirmam que esta
aumenta a densidade da fibra nervosa, por favorecer o brotamento e acelerar a
regeneragdo da bainha de mielina apds esmagamento. Concluiram que o
aumento da regeneracao nervosa se deve ao fato de a corrente elétrica aumentar
o0 numero e didmetro dos vasa nervorum, o que acelerou a recuperagao funcional.

Em relagdo a maturagdo axonal, os axdénios regenerados em todos os
grupos apresentaram menor calibre quando comparados ao grupo C. Trata-se de
um fenbmeno comum, que pode estar associado a privagdo de conexdes

terminais durante o processo de regeneragao, a colagenizagdo aumentada, a
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retracdo endoneural e efeitos tardios da lesdo sobre o corpo celular (Ansselin,
Fink e Davey, 1997).

Os animais que realizaram apenas natacdo apdés a desnervagao
apresentaram maior recuperagao do diametro dos axénios (68,70%) em relagéo
aqueles desnervados e mantidos na gaiola (54,65%). Esses resultados sugerem
que a natacao possa ter proporcionado uma facilitagdo da musculatura distal
comprometida, a partir da ativagdo dos musculos proximais, integros. Segundo
Reichel (1998), quando se aplica um estimulo proprioceptivo a um membro que
apresenta limitacdo funcional, os musculos “fracos” sao facilitados pelos “fortes”
através do mecanismo de irradiagdo, obtendo-se uma resposta automatica de
contracdo muscular.

Seo et al. (2006) relatam a importancia da atividade precoce em esteira,
apontando que nesse estagio a ativagao do neurénio motor pode ser regulada,
em parte, por inputs neuronais centrais, através do trato corticoespinhal ou por
vias aferentes motoras contralaterais do circuito locomotor na medula espinhal.
Concluem que essa ativacdo dos neurbnios motores do membro contralateral
pode aumentar a regeneracao de axdnios motores do membro lesado.

Considerando essa légica, o exercicio de natagédo realizado pelos
animais desnervados neste estudo teria contribuido para a ativacdo dos neurbnios
motores que controlam os musculos contralaterais durante os primeiros 14 dias
do exercicio, facilitando a regeneragao axonal no nervo lesado.

A literatura ndo apresenta relatos de analise morfométrica associada a
analise funcional em ratos desnervados submetidos ao exercicio de natagdo. O
unico estudo que se refere a morfometria no nervo isquiatico de animais

submetidos a desnervacdo e ao exercicio de natacdo, foi desenvolvido por
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Gutmann e Jakoubek (1963) que mostraram que a natagao realizada durante 35
dias (3 ou 4x/dia por 60 minutos e intervalos de 90 minutos entre cada sessao)
iniciada 24 horas ap6s a lesdo nervosa, retardou a maturagdo do nervo
regenerado. Entretanto, ndo € possivel comparar esses resultados com os
resultados deste estudo, pois a lesao nervosa foi realizada bilateralmente.

Os valores da espessura da bainha de mielina nos grupos desnervados
mostraram menor recuperacdo em relagao aos valores controle. Ha consenso de
que a diminui¢cao do calibre dos axdnios nos nervos regenerados € acompanhada
da diminuicdo da espessura da bainha de mielina (Ansselin, Fink e Davey, 1997;
Ceballos et al., 1999; Verdu et al.,, 2000; Santo Neto et al., 2004). Fraher e
Dockery (1998) afirmam que o axdnio controla a espessura da bainha de mielina
durante o desenvolvimento, sendo que um axénio de determinado calibre tera
espessura proporcional a ele.

Santo Neto et al. (2004) constataram que aos 60 dias apds secgao e
reparo por enxerto de nervo e musculo tratado com Cloridrato de lidocaina no
nervo isquiatico de ratos, os axénios regenerados nao alcangaram os valores
normais em relacdo ao diametro do axénio e da fibra nervosa, bem como da
espessura da bainha de mielina. Schroder (1972) ressaltou que apds lesdes por
compressao, o didmetro dos axdnios pode atingir valores controle apés 6 meses,
mas a espessura da bainha de mielina atinge apenas 79% do valor normal apos 1
ano. Neste estudo, a recuperacdo da espessura da bainha de mielina foi de
62,82% no grupo D; 57,06% no grupo DE; 60,20% no grupo DN e 62,30% no
grupo DNE, em relagao aos valores controle.

Quanto ao diametro das fibras nervosas, Verdu et al. (2000) relatam

que este atinge aproximadamente 75% dos valores controle apdés a leséo,
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dificilmente alcangando valores normais. Nesse estudo, observou-se que o
didmetro médio das fibras recuperou 57,68% no grupo D; 57,72% no grupo DE;
65,59% no grupo DN e 63,45% no grupo DNE, em relagdo aos valores controle.
No entanto, apesar de nenhum dos grupos desnervados atingirem os niveis de
maturagdo do grupo controle, vale ressaltar que esse resultado corresponde a
andlise realizada somente aos 22 dias apos a lesdo. Possivelmente, uma
avaliacao em tempos mais prolongados poderia refletir um estagio mais avangado
de maturagédo, uma vez que a mielinizagdo do axdnio regenerado € processual e
ocorre em varias semanas ou meses (Ceballos et al., 1999; Verdu et al., 2000).

O didmetro médio das fibras nervosas do grupo controle neste estudo
apresentou valores semelhantes aos apontados na literatura, ou seja, entre 9 e
12um (Lenihan et al., 1998b; Teodori, 2000; Souza, 2005), bem como o diametro
médio dos axénios, entre 5 e 7 um (Teodori, 2000; Souza, 2005) e a espessura da
bainha de mielina, entre 1 e 2 ym (Santo Neto et al., 2004; Souza, 2005).

A Razao G é um parametro que reflete a proporcéo entre o diametro do
axoénio e o diametro da fibra, e esta relacionado a velocidade de condugdo do
impulso nervoso, refletindo a maturagéao das fibras regeneradas (Ansselin, Fink e
Davey, 1997). Waxman e Bennett (1972) citam que valores de razdo G entre 0,5
e 0,7 indicam uma velocidade de conducdo normal. Para Ansselin, Fink e Davey
(1997) os valores de normalidade encontram-se entre 0,6 e 0,7. Valores G
inferiores a 0,6 indicam densa mielinizagdo do axénio, enquanto valores G
superiores a 0,7 indicam fraca mielinizagao do axénio.

Os dados de razdo G obtidos neste estudo para todos os grupos

refletem a maturagdo normal das fibras regeneradas, sugerindo que a velocidade
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de conducao nervosa teria sido recuperada, nao sendo influenciada por nenhum
dos protocolos de intervencgao aplicados.

Como somente a variavel didmetro do axénio do grupo DN foi diferente
quando comparada ao grupo D, ndo se pode afirmar que o protocolo de natacao
proporcionou maior beneficio que o de eletroestimulacdo ou a associagao de
ambos para a maturagdo das fibras regeneradas. Verificou-se assim, que os
protocolos de intervencéo aplicados neste trabalho na fase aguda da lesdo nao
influenciaram no processo de maturagdo das fibras regeneradas. Entretanto,
alguns autores reportam a importancia da estimulagdo precoce, ou seja, a
atividade iniciada na fase aguda da leséo, por oferecer beneficios ao musculo
desnervado, como aumento da resisténcia a fadiga, restauragao das propriedades
contrateis e da mecanosensibilidade (Marqueste et al., 2004), além de minimizar a
atrofia e proliferacdo de tecido conjuntivo (Fernandes et al., 2005; Tanaka,
Tsubaki e Tachino, 2005; Rocha, 2006), promovendo a recuperagao funcional

(Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974, 1980a, b; Byun et al., 2005; Seo et al., 2006).

Devido a auséncia de dados morfométricos na literatura referente a
regeneragao de nervos periféricos de ratos desnervados submetidos a natacéo e
a eletroestimulagcdo, bem como a associacdo entre ambos, ndao foi possivel

comparar nossos resultados com outros estudos.

6.6 ANALISE FUNCIONAL DA MARCHA

O método de avaliagdo da marcha por meio do IFC utilizado neste
estudo foi o proposto por De Medinaceli, Freed e Wyatt (1982) e aprimorado por
Bain, Mackinnon e Hunter (1989), que permite uma avaliag&o global e quantitativa

da condigao funcional do nervo isquiatico de ratos apos lesdo nervosa periférica.
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Este método apresenta vantagens em relacdo a outros
(eletrofisiolégicos e histomorfométricos), pois além de nao ser invasivo e ser
facilmente reproduzivel, apresenta baixo custo, proporciona integracao entre o
sistema sensorial e o motor (Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996; Oliveira et al.,
2001), sendo confiavel para avaliar o processo de regeneragao nervosa (Varejao
et al., 2004; Martins et al., 2006).

O material utilizado para a avaliagao do IFC, como a tinta de impresséao
digital e o papel sulfite, apresentam menor risco da presenca de “sombras” nas
pegadas impressas (difusao radial), o que freqientemente é observado quando
se utiliza um agente revelador. Além disso, torna mais facil e fidedigna a leitura
das pegadas, o custo é inferior e ha menor risco de toxicidade para o animal,
quando comparado com o uso da pelicula radiografica e o liquido revelador
(Varejao et al., 2001, 2003, 2004).

Utilizando indices funcionais, Hare et al. (1992) observaram que o grau
de recuperacéao funcional variava de acordo com o tipo de nervo envolvido e com
o grau de lesdo. Verificaram recuperagao de 41% da fungdo apds secgao do
nervo isquiatico, 54% apods seccado do tibial e 100% apds secgao do fibular.
Destacam que ap6s compressao, a recuperagao € completa. Schmalbruch (1986)
sugere que esta variabilidade na recuperacdo se deve a quantidade de fibras
mistas que cada nervo possui, sendo que quanto maior 0 seu numero maior pode
ser o potencial para formagao de conexdes inapropriadas durante a reinervacao.

Varejao et al. (2001) relataram que apds lesdo, as fibras nervosas
inervam musculos de forma ndo seletiva, refletindo na ativagdo de padrdes
musculares anormais durante a locomogao e que, embora o musculo ou receptor

sensorial seja reinervado, o controle cortical pode nao permitir uma ativagao
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muscular adequada. No entanto, devido as constantes modificagcbes dos mapas
corticais, no caso do registro da marcha, a reprogramacgao do cérebro dos ratos
pode explicar a melhora no IFC ao longo do tempo.

Observou-se neste estudo que os valores do IFC dos grupos
experimentais apresentaram desvio padrdo alto, porém, esses valores foram
semelhantes entre os grupos e nos diferentes periodos de analise, o que sugere
que esta variagcdo esteja relacionada as caracteristicas individuais de cada
animal.

Neste estudo a avaliacdo do IFC mostrou o mesmo padrao funcional
intergrupos ao longo do tempo. No periodo pré-operatério os animais
apresentaram IFC entre 0 e "15%, apontando para uma fungdo normal, por
manter-se dentro da faixa de normalidade indicada por Dash et al. (1996) que
consideram que os valores de IFC em ratos com fungdo normal devem estar
aproximadamente entre 0 + 20%, bem como, apés a lesédo estes valores tornam-
se mais negativos, estando entre 21 a 100, o que indica uma completa
disfungdo. Esse comportamento do IFC no grupo desnervado foi observado
também neste estudo, pois entre o 7° e 0 14° dia PO os valores do IFC refletiram
uma funcao deteriorada, caracterizando auséncia de inervagao nesse periodo.

Entretanto, a partir do 14° dia PO foi observado aumento dos valores do
IFC, com retorno gradual da fungdo, indicando o inicio do processo de
reinervagdao muscular. No 21° dia PO nota-se que estes valores atingiram niveis
proximos de zero, caracterizando recuperacado funcional. Todavia, ao analisar
graficamente a evolugdo das curvas, nota-se que os valores médios entre os
grupos em cada tempo sao heterogéneos, porém sem diferencga significativa.

Estudos demonstraram que este processo de recuperacdo pode ser esperado
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apods desnervacgao, pois aos 10 dias da lesdo nenhum axdénio é evidenciado no
musculo e a reinervagao muscular tem inicio duas semanas apos axoniotmese
em ratos, quando 25% das fibras musculares estdo poliinervadas, sendo que
entre 0 21° e 0 25° dia ocorre o pico de poliinervacéao e a atividade mecénica do
musculo encontra-se parcialmente recuperada (Carmignoto et al., 1983; Gorio et
al., 1983).

Nossos achados estdo de acordo com o estudo De Medinaceli, Freed e
Wyatt (1982), que também observaram que a recuperagao funcional ocorria entre
16° ao 25° dia apdés esmagamento, com valores de IFC préximos de zero.

Van Meeteren et al. (1997c) relataram que no 4° dia apods
esmagamento, a fungdo motora é perdida em até 80%, o que indica a eficacia do
modelo de les&o, seguindo-se por uma restauragdo gradual da mesma durante a
regeneragao do nervo.

Dash et al. (1996) citam o IFC como importante indicador para analisar
a recuperagao funcional de lesdes nervosas de curta duragdo (5 segundos de
compressao), pois permitiu identificar uma diminuicdo da funcdo na primeira
semana e um retorno gradual a partir da terceira semana, refletindo condigéo
funcional compativel com a de nervos normais.

Apesar da evolugdo semelhante entre os grupos durante os diferentes
periodos de avaliacdo, ha relatos de que a atividade iniciada na fase imediata da
lesdo é capaz de minimizar a atrofia (Marqueste et al., 2004; Fernandes et al.,
2005; Tanaka,Tsubaki e Tachino, 2005), estimulando a atividade funcional apdos
reinervagao (Herbison, Jaweed e Ditunno, 1974, 1980a,b). Por este motivo
reforca-se novamente a importancia da estimulacdo precoce, uma vez que esta

nao prejudicou a regeneragao nervosa € nem a recuperagao funcional.
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Ao considerar esses relatos, nota-se a importancia dos parametros
empregados, assim como a duragao de cada protocolo, como fatores relevantes
para alterar as respostas do sistema nervoso periférico.

Quando foi realizada uma analise intragrupos, observou-se diferenga
significativa entre os tempos de analise. O valor médio do grupo DNE aos 21 dias
PO (21,44) nao atingiu valores controle (0 £20), diferindo do pré-operatério, o que
sugere que a associagao dos tratamentos tenha promovido uma atividade
muscular extenuante, prejudicando a recuperagdo da fungdo, uma vez que 0s
dados referentes a maturacdo das fibras nervosas n&o mostraram
comprometimento da mesma.

Uma hipétese que poderia justificar algum dano muscular neste grupo
seria a deplecdo do conteudo de glicogénio muscular, decorrente da maior
atividade a que este grupo foi submetido. O conteudo de glicogénio muscular
reflete a condicdo nutricional da fibra muscular. Uma deplecdo nas reservas de
glicogénio muscular leva a um desequilibrio na homeostasia energética,
ocasionando o desenvolvimento de fadiga e consequente comprometimento da
atividade contratil (Shulman e Rothman, 2001).

Silva et al. (1999) relataram que a deple¢ao das reservas de glicogénio
relaciona-se diretamente ao processo de exaustdo, fato que pode ser
complementado por Jones e Carter (2000), que demonstraram que a produgao de
lactato em excesso pode prejudicar as propriedades contrateis do musculo, por
interferir na condutibilidade elétrica da membrana e na atividade metabdlica, o
que diminui o desempenho e contribui para fadiga.

Considerando que a homeostasia energética do tecido muscular

depende de inumeros fatores, como a integridade da jungdo neuromuscular, o
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estado funcional das fibras musculares, a sensibilidade a insulina e o suprimento
adequado de substratos metabolizaveis (Cancelliero, Costa e Silva, 2006) seria
interessante uma analise muscular de tais fatores.

Deste modo, sugere-se que o comprometimento da funcdo poderia
estar relacionado com a duragao da atividade realizada pelo grupo DNE, pois se a
intervencao terapéutica nao foi capaz de manter o perfil metabdlico do musculo
desnervado adequadamente, a sua funcionalidade podera ser prejudicada
durante o curso da reinervacao, visto que a dinamica contratii depende da
integridade funcional das placas motoras e dos processos de captagdao de
substratos energéticos (Silva et al., 1999).

Van Meeteren et al. (1998) apontaram que a recuperacdo funcional
pode ser retardada em consequéncia da severidade do treinamento e do estresse
causado pelo exercicio intenso em animais desnervados.

Considerando que nos demais grupos nao se observou diferenga do
21° dia PO com os seus respectivos valores pré-operatorios, verificou-se que
nesse periodo cada grupo alcangou valores compativeis com o de nervos normais
para uma funcdo adequada. Constatou-se, na ultima semana de analise,
recuperacgao de 51% no grupo D, 40% no grupo DN e 67,5 % no grupo DE, em
relagao ao 7° dia PO.

Mendonga, Barbieri e Mazzer (2003) observaram que o IFC ao longo do
tempo em animais desnervados, seguidos ou ndo de eletroestimulacéo, apontou
uma tendéncia gradual de recuperagao funcional, havendo boa recuperagao no
decorrer das avaliagbes. O mesmo foi observado por Varejao et al. (2001, 2003,
2004), Byun et al. (2005) e Seo et al. (2006) apés compressao do nervo isquiatico

de ratos e mobilizacao.



107

Quando se comparou 0s registros das pegadas do pré-operatdrio com o
7° dia PO, constatou-se que os animais realizavam compensagdao com a pata
contralateral durante a marcha. Entretanto, esse comportamento ndo alterou
significativamente os dados do IFC. O mesmo resultado foi relatado por Hare et
al. (1992) e Varejao et al. (2004), que concluiram nao haver diferencga significativa
na impressao da pata normal e, portanto, esta prové uma fungdo normal sendo
possivel comparar com a pata afetada.

O aumento do parametro PL e da flexdo plantar e diminuicdo do TS e
ITS observados na pata comprometida em nosso estudo no 7° dia PO, sao
alteragdes comuns encontradas na primeira semana de lesdo (Bain, Mackinnon e
Hunter, 1989), quando os animais apresentam como caracteristicas pés caidos e
aducdo completa dos dedos, respectivamente, o que demonstra a disfuncdo do
nervo isquiatico (Monte-Raso, Barbieri e Mazzer, 2006). Esse resultado reforca a
eficacia do protocolo de esmagamento do nervo realizado neste estudo.

A partir da segunda semana apdés a lesdo os animais recuperam
gradualmente a capacidade de apoio completo sobre o0 membro e a abdugao dos
dedos (Monte-Raso, Barbieri e Mazzer, 2006), fato observado em nosso estudo
quando, ao comparar os registros das pegadas do pré-operatério com o 21° dia
PO, constatou-se uma semelhanga entre as pegadas nestes diferentes periodos
de avaliagcdo, mostrando bom grau de recuperagao funcional.

Neste estudo ndo se observou contratura em flexdo, provavelmente
devido a mobilizacdo constante do membro desnervado durante o exercicio e
eletroestimulagdo, bem como na associagdo de ambos, o que pode influenciar
positivamente na fase de regeneragao (Van Meeteren et al., 1997a; Varejao et al.,

2004, Meek et al., 2004). Além disso, o tipo de lesdo (axoniotmese) permite
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regeneragao espontanea e rapida reinervagdao muscular (Lee e Wolfe, 2000;
Martins et al., 2006).

Recuperacao funcional satisfatéria também foi observada por outros
autores que utilizaram o IFC, apés 2 a 4 semanas da desnervacao (De
Medinaceli, Freed e Wyatt, 1982; Hare et al., 1992; Dash et al., 1996; Byun et al.,
2005; Seo et al., 2006; Monte-Raso et al., 2006).

Os resultados obtidos pela avaliagago do IFC indicam que a
funcionalidade do membro posterior de ratos 21 dias apés o0 esmagamento do
nervo isquiatico €& alcancada, independentemente da realizacdo de
eletroestimulagéo, exercicio de natagdo, ou associagdo de ambos, na fase aguda

da leso.

6.7 CORRELACOES ENTRE AS VARIAVEIS MORFOMETRICAS E O IFC

A regeneragao nervosa tem sido quantificada experimentalmente por
métodos eletrofisioldgicos, histomorfométricos e testes funcionais (Munro et al.,
1998; Varejao et al.,, 2001, 2004; Monte-Raso et al., 2006). Entretanto, na
literatura ha controvérsias sobre a correlagao entre a recuperagdo morfolégica do
nervo e a funcional (Dash et al., 1996; Kanaya, Firrell e Breidenbach, 1996;
Oliveira et al., 2001; Mendonca, Barbieri e Mazzer, 2003; Wolthers et al., 2005).

Em todos os grupos experimentais algumas variaveis morfométricas
apresentaram correlacdes lineares fortes entre si e esses resultados corroboram o
que foi apontado na literatura apds lesdo nervosa periférica (Kanaya, Firrell e
Breidenbach, 1996; Munro et al., 1998; Wolthers et al., 2005; Martins et al., 2006).

Outra constatacdo quando se compara os diferentes grupos é a

correlacao entre o IFC no periodo pré-operatorio e o didmetro do axénio no grupo
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C, bem como, o IFC no 21° dia PO e a razdo G nos grupos D e DN. Apesar disso,
as demais variaveis relacionadas a maturagdo do nervo regenerado, como 0O
diametro da fibra nervosa e espessura da bainha de mielina, ndo apresentaram
correlagdo com o IFC, o que nao permitiu neste estudo, constatar a presenca de
correlacdo com a recuperacao funcional. Kanaya, Firrell e Breidenbach (1996)
também consideraram insuficiente a correlagdo encontrada somente entre Razao
G e o IFC, pois a Razao G, apesar de estar relacionada a velocidade de
conducao, que por sua vez depende de adequada condicao de mielinizagado, nao
contempla os aspectos pertinentes a integracao entre o sistema nervoso central e
periférico, assim como deste com o érgao-alvo.

Martins et al. (2006), apds secgdo e reparo do nervo isquiatico,
encontraram apenas correlagdes do IFC com o didmetro proximal das fibras e do
IFC com o diametro distal das fibras. Concluiram que cada método avalia
diferentes estagios da regeneragao e, portanto, a correlagdo entre os métodos é
pouco freqlente.

Dash et al. (1996) consideraram que a falta de correlacdo entre os
meétodos se deve ao fato de que o processo de mielinizacdo ocorre em periodo
diferente do processo de recuperacgao funcional.

Desta forma, considera-se que neste estudo nao houve correlagéo
entre dados morfométricos e funcionais, ratificando as observacdes de outros
autores (Munro et al., 1998; Varejao et al., 2001, 2004; Wolthers et al., 2005).

Possivelmente, a auséncia de correlagao entre os dados morfométricos
e funcionais se deve ao fato de que a maturagdo dos axénios regenerados é
processual, sendo que no rato, apds esmagamento do nervo isquiatico, a

reorganizagdo do contato nervo-musculos da pata posterior ocorre



110

aproximadamente aos 90 dias (Carmignoto et al., 1983). A analise realizada 22
dias apods a lesao possibilitou observar que houve recuperacao da funcionalidade,
entretanto, nessa fase da regeneragdo o didmetro dos axdnios e das fibras
nervosas nao atingiram os valores de normalidade. Ha relatos de que esses
valores alcangam até 75% dos valores controle apds varios meses da lesao
(Verdu et al., 2000). Essa diferenca de ritmo entre a recuperagao morfoldgica e
funcional poderia explicar a auséncia de correlacao.

Kanaya, Firrell e Breidenbach (1996) apontam duas hip6teses para
auséncia de correlacéo entre o IFC e os outros métodos de avaliacéo, entre elas:
1- o IFC mensura a fungao total do nervo e todos os outros parametros nao; 2-
alguns parametros sdo melhores mensurados e nao se correlacionam com
nenhum outro. Assim essa falta de correlagdo, indica que cada parametro mede
diferentes aspectos da regeneragao do nervo.

Por outro lado, Oliveira et al. (2001) citam que o IFC reflete a
recuperacao funcional temporal do nervo isquiatico de ratos e, dependendo do
grau de lesédo, a melhora pode ser completa ou limitada, o que reflete 0 aumento
ou diminuicdo do numero de axénios regenerados e a qualidade da regeneragao
das fibras nervosas. Consideram que a funcao correlaciona-se diretamente com o
grau de regeneragcdo morfoldgica, entretanto, utilizam o termo correlagdo sem
aplicar analise estatistica de correlacdo em seu estudo.

E importante destacar ainda, o comportamento distinto do grupo DNE
na analise funcional da marcha, em que a funcdo nao recuperou valores controle
aos 21 dias apods a lesdo. A auséncia de correlacdo do IFC com os dados
morfométricos nesse grupo reafirma que, possivelmente a causa dessa limitagao

na recuperacado funcional foi o dano muscular, entre eles, a fadiga muscular
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promovida pela associagao dos tratamentos, que somavam 1 hora de intervengao
diaria.

Devido a inexisténcia de dados na literatura abordando a correlagao de
resultados morfométricos e funcionais em nervos regenerados de ratos
submetidos a procedimentos fisioterapéuticos, ndo foi possivel a comparacao
destes resultados com outros trabalhos.

Nesse contexto, cabe salientar a importancia dos resultados de
pesquisas que reproduzem as condi¢des clinicas e a necessidade de utilizacao de
varios métodos de avaliacdo a fim de fornecer subsidios consistentes para

sustentar a conclusao deste estudo.
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7 CONCLUSOES

Considerando o modelo experimental utilizado neste estudo, conclui-se
que os protocolos de natacgao livre e estimulacao elétrica muscular fasica de baixa
freqiéncia aplicados na fase aguda da lesdo por esmagamento do nervo
isquiatico de ratos nao influenciaram o grau de maturagdo das fibras nervosas
regeneradas, nem a funcionalidade dos musculos reinervados.

O protocolo de eletroestimulagao, aplicado isoladamente, favoreceu o
brotamento axonal em animais desnervados.

Considerando que tanto o exercicio de natagdao livre quanto a
eletroestimulagdo muscular aplicados isoladamente n&o causaram danos a
recuperacao funcional, ambos tratamentos poderiam ser indicados apods lesao
nervosa periférica, visando contribuir para a recuperacdo do musculo desnervado.

A associacao do exercicio de natacao e eletroestimulacdo nio afetou a
regeneragao nervosa, mas sinalizou prejuizo a recuperagao funcional, sugerindo
que pode ter se caracterizado uma sobrecarga aos musculos em fase de
reinervacao.

Independentemente da realizacdo dos protocolos de intervencido, nao
se observou correlacdo entre a morfologia do nervo e o indice Funcional do
Ciatico em ratos submetidos a axoniotmese, possivelmente devido a diferenca de
ritmos entre a recuperacao da estrutura do nervo e de sua funcgao.

Sugere-se a realizagdo de futuros estudos para investigar os efeitos
destes protocolos de intervencdo em diferentes periodos da desnervacédo e

verificar fatores que possam ter influenciado as respostas do sistema nervoso.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as hipoteses levantadas nesse estudo, futuras

investigagcbes sdo necessarias para elucidar os aspectos relacionados aos

resultados obtidos, entre elas:

Aos 22 dias, os protocolos de intervengao nao influenciaram na maturagao da
fibora nervosa. A analise dos aspectos morfologicos das jungdes
neuromusculares neste mesmo periodo poderia demonstrar a influéncia dos
protocolos de intervengao sobre a estrutura do terminal nervoso e receptores
de acetilcolina, bem como sobre o brotamento terminal e possivel eliminagao
sinaptica.

Uma mensuracao especifica da velocidade de conducdo do impulso nervoso,
representando o comportamento dos potenciais de acdo do musculo através
de um estudo eletrofisiolégico, pois apesar dos resultados de Razdo G
sinalizarem que a velocidade de conducédo teria sido recuperada, isso nao
pdde ser constatado diretamente neste estudo.

Observando as caracteristicas histolégicas do nervo isquiatico nos diferentes
grupos estudados, onde se observa grande quantidade de macréfagos, seria
possivel associar a influéncia dos protocolos de intervencédo empregados
sobre a vascularizagdo do nervo em regeneragao, utilizando-se do ultra-som
Doppler, além da quantificagdo dos macrofagos.

Diante dos resultados obtidos da avaliacdo funcional, uma analise
histomorfométrica do musculo, bem como analise da expressdo de genes
especificos poderia complementar as conclusdes deste estudo.

Quanto ao protocolo de natagao, seria possivel quantificar o nivel de atividade

dos animais apds desnervacao, através da mensuracdo do deslocamento
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percorrido durante a sessao. Além disso, a determinagcdo do limiar de
anaerobiose em animais desnervados poderia ser realizada através da
anadlise da concentragcdao de lactato sanguineo, visto que este poderia
determinar a intensidade do exercicio apos desnervagao e o lactato em alta
concentragao pode influenciar na regeneragao nervosa e, consequentemente,

na recuperacao funcional.
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